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IMUNODIJAGNOSTICKE I MOLEKULARNE METODE U PROCENI EFIKASNOSTI
TERAPIJE OBOLELIH OD TULAREMIE

Rezime

Uvod: Tularemija je ozbiljna bakterijska zoonoza uzrokovana visoko infektivnim agensom
Francisella tularensis. MikrobioloSka dijagnoza tularemije se uglavnom zasniva na
serologiji. U poslednjoj deceniji ucinjeni su veliki napori za razvojem senzitivnijih i
specifi¢nijih imunoloskih i molekularnin metoda za laboratorijsku dijagnozu tularemije.
Pojava epidemije tularemije na jugoistoku Srbije 1998/1999. godine pokrenula je kako
epidemioloska, tako i i klinicka i mikrobioloska istrazivanja u ovoj oblasti. To je bio
podsticaj za primenu i unapredenje imunodijagnostic¢kih testova a istovremeno i pravi izazov
za klini¢are, u borbi protiv izazivaca tularemije, bakterije F. tularensis.
Cilj:

1. Utvrdivanje korelacije izmedu rezultata ispitivanja imunodijagnosti¢kim, histoloSkim

imunohistohemijskim i molekularnim metodama, kao i odredivanje znacaja navedenih

testova u dijagnostici i proveri uspeha terapije obolelih od tularemije

2. Pracenje 1 odredivanje seroloskog statusa obolelih od tularemije u periodu od 1 do 11

godina od pocetka obolevanja.

3. Procena efikasnosti primenjene antibiotske terapije kod obolelih od tularemije.
Metode: Ispitivanjem je obuhvacena grupa od 113 bolesnika obolelih od tularemije u periodu
od pocetka 1999. do kraja 2011. Kontrolnu grupu je ¢inilo 111 ispitanika sa
limfadenopatijama razli¢ite geneze, 20 seropozitivnih pacijenata obolelih od bruceloze, 30
seropozitivnih bolesnika obolelih od jersinooze, 20 dobrovoljnih davalaca krvi i 10
seronegativnih bolesnika na brucelu.

Prilikom dijagnosticke obrade bolesnika koris¢en je slede¢i materijal: serum i bioptat
limfnog ¢vora. Ukupno je ispitano 270 uzoraka seruma, od toga 189 seruma suspektnih na
tularemiju i 111 seruma iz kontrolne grupe, kao i 26 bioptata limfnih nodusa.

U istrazivanju je kori§¢eno ukupno 8 dijagnostickih metoda na pomenutom materijalu,
od toga 6 seroloskih, imunohistohemijska metoda indirektne imunoperoksidaze (1IP) i
molekularna metoda (PCR). Seroloske metode obuhvatile su imunoenzimske testove: Serion
ELISA IgG i IgM, Serazym ELISA i ELISA in house; imunohromatografski test (ICT) i
Western-blot. Na patohistoloSkom materijalu radena je indirektna imunoperoksidaza (IIP) sa
primenom primarnih monoklonskih antitela na F. tularensis, a od molekularnih metoda raden
je PCR.

Rezultati: Serumi prac¢enih bolesnika u intervalu od 1 do 11 godina od pocetka bolesti
pokazali su pozitivan nalaz antitela IgG, IgM klase i ukupnih antitela na F.tularensis ve¢inom
ispitivanih testova. Analizom rezultata dobijenih koriS¢enim testovima utvrdeno da veéina
testova pokazuje visoku senzitivnost 1 specificnost i medusobno daju slicne rezultate. 1gG
Serion test je pokazao najveéu osetljivost (97,4%) 1 specifinost (93,1%).
Imunohistohemijska metoda indirektne imunoperoksidaze (IIP) je pokazala najvecu
specificnost (100%) ali slabu senzitivnost (65%). Komplikacije je imalo ¢ak 43,4% bolesnika
sa najveéom zastupljenodu apscedirajuéeg limfadenitisa i recidiva bolesti. Cak dve treéine



komplikacija su se javile nakon kasnog zapocinjanja adekvatnog lecenja, 3 nedelje od
pocetka bolesti. Najve¢i procenat izleCenja i najmanje komplikacija imala je primena
gentamicina (83,3%), potom ciprofloksacina (75%) i sukcesivne terapije gentamicinom i
doksicilinom (70,0%). Najveci terapijski neuspeh zabelezen je primenom amikacina sa
longacefom koji se povezuje sa apscediraju¢im limfadenitisom kod sve leCene dece.
Zakljucak: Primenom imunodijagnostickih testova potvrdena je stara infekcija F.tularensis i
retrogradno postavljena dijagnoza kod prethodno nedijagnostikovane ili seroloski
nepotvrdene tularemije. Seroloski nalaz se mora tumaciti jedino u sklopu klini¢ke dijagnoze
tularemije. Nalaz antitela IgM i IgG klase ili ukupnih antitela na F.tularensis u serumima
pacijenata bez klinickih manifestacija bolesti, i posle viSe godina od pocetka infekcije, nije
pokazatelj akutne ve¢ prelezane bolesti. Test sa najboljom senzitivnos¢u 1 specifi¢noscu je
IgG Virion ELISA te se predlaZze se kao siguran i pouzdan test za dijagnostiku i pracenje
obolelih od tularemije. Imunohistohemijska metoda 1IP se moze koristiti u potvrdnoj
dijagnostici tularemije zbog najvece specificnosti. PCR metoda nije metoda izbora za
dijagnozu tularemije na biopsijskim uzorcima tkiva ukalupljenim u parafin. Terapijski uspeh
se ogledao u izleCenju kod 96,5% bolesnika pracenih u periodu od 1 do 11 godina, osim
perzistentne limfadenopatije kod 4 bolesnika (3,5%). Nije bilo uticaja terapije na rezultate
seroloskih analiza obolelih.

Kljuéne reci: Francisella tularensis, dijagnoza, ELISA, Western-blot, imunohistohemija,
PCR, terapija

Naucna oblast: Medicina

UZa naucna oblast: Infektologija
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IMMUNODIAGNOSTIC AND MOLECULAR METHODS IN EVALUATION OF THE
THERAPY EFFICIENCY ON PATIENTS SUFFERING FROM TULAREMIA

Summary

Introduction: Tularaemia is a severe bacterial zoonosis caused by the highly infectious agent
Francisella tularensis. Microbiological diagnosis of tularemia mainly relies on serology.
Within the last decade great efforts have been made to develop more sensitive and specific
immunological and molecular techniques for the laboratory diagnosis of tularemia.
Occurance of tularemia epidemic in the Southeast of Serbia in 1998/1999. initiated
epidemiological as well as microbiological and clinical research in this area. That was the
motive to start applying and improving immunodiagnostic tests, and a real challenge for the
clinicians to fight the infectious agents, bacteria F. tularensis.
Objective:

1. Determination of the correlation between the test results done by immunodignostic,

histological, immunohistochemic and molecular methods; assesment of significance of the

noted tests in diagnosis and the efficiency assesment in therapy of tularemia patients.

2. Monitoring and evaluation of the serological antibody finding of tularemia patients

within the period from 1 to 11 years since the beginning of the disease.
3. Assesment of efficiency of the applied antibiotic therapy on patients suffering from
tularemia.

Methods: Testing was performed on a group of 113 patients suffering from tularemia in a
period starting in 1999.until the end of 2011. Control group included 111 examinees, out of
which 31 patient with differential diagnosis of lymphadenopathy of different origin, 20
seropositive brucella patients, 10 seronegative brucella patients, 30 seropositive yersinia
patients and 20 voluntary blood donors.

During the diagnostic processing of patients, following materials were used: serum
and bioptat of lymph node. Total of 270 serum samples were examined, out of which 189
serums suspicious of tularemia, 111 serums from the control groupe and 26 lymph node
bioptats.

There were 8 diagnostic techniques used on the material mentioned, out of which 6
serological, imunohistochemical method of indirect immunoperoxidase (I1P) and molecular
method (PCR). Serological methods included immunoensyme assays: Serion ELISA 1gG i
IgM, Serazym ELISA and ELISA in house; imunohromatografic test (ICT) and Western-blot.
On patohistological material ,(11P) was done with the use of primary monoclonal antibodies
on F. tularensis, and the molecular method done, was PCR.

Results: Serums of the patients monitored in the interval of 1 to 11 years starting with the
occurrence of the disease, indicated positive finding of IgG, IgM class antibodies, as well as
total antibodies on F. tularensis, in most of the tests. Analysis of the results obtained in the
used tests, confirmed that most of the tests indicate high sensitivity, specificity and mutually
similar results. 1gG Serion test showed the highest sensitivity (97,4%) and specificity(93,1%).
IHH method of the indirect imunoperoxidase (I1P) proved the highest specificity (100%), but
low sensitivity (65%). Complications were noticed in 43,4% patients mostly with suppurative
lymphadenitis and recidivism of the disease. Two thirds of the complications occurred after
late onset of appropriate treatment, 3 weeks after the beginning of illness. The highest

\



percentage of healing and the least complications were noted with the use of gentamycin
(83,3%), then ciprofloxacin (75%) and finally, in the successive therapy with gentamycin and
doxycycline (70,0%0). The biggest failure in children patients was noted in the use of
amikacin with cephtriaxon which is related to occurance of suppurrative lymphadenitis in all
treated children..

Conclusion: The use of immunodiagnostic tests confirmed the old F.tularensis infection and
established retrograde diagnosis on previously undiagnosed or serologically unconfirmed
tularemia. Serological finding must be interpreted only within clinical diagnosis of tularemia.
Finding of IgM and IgG class antibodies or total antibodies on F.tularensis in serums of the
patients without clinical manifestations of the disease, even many years after the beginning of
the infection, does not indicate acute illness, but the cured illness, which once existed. Test
which proved highest sensitivity and specificity is IgG Virion ELISA, therefore it is
suggested as the most reliable method for diagnosis and monitoring of tularemia patients.
Immunohistochemical method IIP can be used in confirmative diagnosis of tularemia due to
its highest specificity. PCR method is not a method of choice izbora for diagnosis of
tularemia on byopsy samples of the tissue mouldedin parafin. The success of therapy was
proved in healing of all patients monitored within the period from 1 to 11 years (96.5% of the
patients) except for persistent lymphadentopathy in 4 patients (3.5%). There was no influence
of the therapy on serological analysis of the patients.

Key words: Francisella tularensis, diagnosis, ELISA, Western-blot immunohistochemistry
(IHH), PCR, therapy

Scientific field: Medicine

Area of expertise: Infectology

UDK number: 616-01.7
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Spisak skraéenica

ADCC

AEC
ALT
AST
BAB
CDC
CRP

Cv

ELISA

FITC
F. tularensis

HSP

ICT
IFT

IHC
HFT

1P

In-house ELISA

HPR

Antibody-dependent cellular cytotoxicity
(antitelo zavisna celularna citotoksi¢nost)
3-amino-9-etilcarbazol (hromogen)
Alanin-aminotransferaza
Aspartat-aminotransferaza

Brzi aglutinacioni test

Centar za kontrolu i preve bolesti
C-reaktivni protein

Koeficijent varijacije

Diferencijalna dijagnoza

Enzyme-linked immuno sorbent assay
(imunoenzimski test)

Fikoizotijocijanat

Francisella tularensis

Heat shock proteins

(proteini toplotnog Soka)
Imunohromatografski test
Imunofluorescentni test
Imunohistohemija

Indirektni imunofluorescentni test
Indirektni test imunoperoksidaze
Imunoglobulin

Interferon

Interleukin

Sopstveno pripremljena i standardizovana ELISA

Horseredish (Armoracia rusticana, lat, biljka)
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Lp
Ln
LPS

LVS

MAT
MHC
NO

PAS

PPD

SE
SD
Sn
Sp
Spp
SzZO
TLR
TNF

WB

Lazno negativan

Lazno pozitivan

Lipopolisaharid ¢elijske membrane
Live vaccine strain

(Ziva, atenuisana tularemic¢na vakcina)
Mikroaglutinacioni test

Glavni kompleks histokompatibilnosti
Azot monoksid

Periodic acid-Schiff (stain)

Perjodna kiselina- Schiff (bojenje)
Purified protein derivative

(Mantoux tuberkulinski kozni test)
Sedimentacija eritrocita

Standardna devijacija

Stvarno negativan

Stvarno pozitivan

Species, vrsta

Svetska Zdravstvena Organizacija
Tool-like receptor

Tumor necrosis factor

Western blot
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Uvod

1. UVOD

Francisella tularensis je prepoznata kao humani patogen ve¢ sto godina i etioloski je
uzro¢nik bakterijske zoonoze, tularemije. Izvestaji o bolesti koja jako podseca na tularemiju,
prethodili su prvom autenticnom izvestaju iz 1911, koji je objavio McCoy.

Prvi opisi bolesti datiraju jos iz 1653. iz Norveske, gde je opisana bolest leminga sli¢na
tularemiji. Kasnije se u Japanu 1818. opisuje Yato-byo (,,zecja bolest*), a u Rusiji 1877.
‘1 ,,epidemicni poliadenit*. U Norveskoj
su 1890. ponovo objavljeni slucajevi bolesti groznice leminga. Prvi opisani slucajevi bolesti u
SAD-u poticu iz 1908.godine iz drzave Utah. Prvi potvrden slucaj humane tularemije se desio
u Ohaju 1914. godine.

Izolacija F. tularensis se prijavljuje u mnogim zemljama severne hemisfere, ali to je jos$
uvek redak patogen u vecini zemalja. Postoji velika verovatnoca da ¢e kao rezultat promena u
biocenozi, tularemija nestati iz pojedinih podrucja sveta ali se i pojavljivati u drugim. Na
ovakvu mogucnost ve¢ je ukazao Parker 1934. godine, izjavom: ,,Ne poznajem ni jednu
infektivnu bolest Zivotinja koja se prenosi na Coveka, sa tako brojnih i razliitih izvora
zaraze”.

Neregularne pojave epidemija tularemije i visoka kontagioznost patogena rezultovale
su ograni¢enim iskustvom i interesovanjem za F. tularensis u vecini klini¢kih laboratorija,
kao 1 oskudnim znanjem njenih patogenih osobina. Do 2001, mali broj istrazivaca je aktivno
radio na patogenu i nedostatak genetskih oruda je ozbiljno ograniCio istrazivanja njegovih
virulentnih mehanizama. Epidemije tularemije, tokom poslednje decenije u Turskoj, Spaniji,
na Skandinavskom i Balkanskom poluostrvu ponovo su probudile interesovanje javnosti za
ovu bolest. To je dovelo do veoma znac¢ajnog povecanja broja istrazivaca F. tularensis, kao

godine ,, cumoliki adeniti “, ,, epidemicni limfadeniti‘

rezultat masivnog povecanja finansiranja istrazivanja koje sprovodi BioloSka odbrana,
naro¢ito u SAD-u od 2001.godine.

Mnogo godina, F. tularensis se smatra kao potencijalno biolosko oruzje i 1940-tih i
1950-tih, je bila jedan od agenasa kome je dat najveci prioritet u odbrambenim programima u
SAD-u i bivSsim zemljama Sovjetskog Saveza, a u kasnim 1960-tim nagomilane su zalihe u
vojsci SAD-a. Prema CDC, to je jedan od 6 agenasa oznacenih kao kategorija A izabranih
agenasa, tj. agenasa sa najverovatnijom bioloskom pretnjom. U prilog tome govori i ¢injenica
da je visoko kontagiozan za laboratorijske radnike.

Pojava epidemije tularemije na jugoistoku Srbije 1998/1999. godine pokrenula je kako
epidemioloska, tako i mikrobiolo§ka i klini¢ka istrazivanja u oblasti tularemije u nasoj zemlji.
To je bio podsticaj za primenu 1 unapredenje imunodijagnosti¢kih testova u nasoj zemlji, a
istovremeno 1 pravi izazov za klini¢are, u borbi protiv izazivaca tularemije, bakterije
Francisellae tularensis.
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1.1. Definicija i terminologija

Tularemija (Tularaemia, lat.) je akutna, febrilna, fakultativno transmisivna zooantro-
ponoza, prirodnoZzari$nog tipa, koju karakteriSe tipi¢no oboljenje limfnih ¢vorova i veliki broj
puteva prenosenja uzro¢nika. Sirom sveta upotrebljavaju se razli¢iti nazivi za ovu bolest:
zecja groznica, glodarska kuga, Francisova bolest, Oharina bolest, epidemicni limfadenitis,
epidemicni poliadenitis (1, 2).

1.2. Istorijat

Saznanja o tularemiji uglavnom predstavljaju plod dostignu¢a americkih autora,
ukljucujuci izolaciju uzro¢nika, nalazenje veze izmedu uzroc¢nika i oboljevanja kod ljudi kao
i razjaSnjenje njene histopatologije i epidemiologije.

»,Bubo (lat. inflamiran i oteCen limfni ¢vor; guka, kvrga, naraslina) je obi¢no veli¢ine
graska, a njena zlezdana struktura je zamenjena ¢vrstim kazeoznim masama®. Ovaj prvi opis
tularemije objavljen je u radu pod nazivom "A Plague-like Disease of Rodents” (,,Oboljenje
glodara sli¢no kugi*), 1911. godine od strane George McCoy-a, patologa iz Kalifornije. Po
preporukama Edwarda Francisa, etioloSki agens imenovan je kao Bacterium tularense, po
pokrajini Tulare, u drzavi Kalifornija, gde je bolest imala endemski karakter i bila raSirena
medu glodarima. Prvi slucajevi tularemije kod ljudi opisani su od strane Wherry i Lamb-a
1914. godine. Tokom sledece decenije, opisuje se sli¢na bolest pod razli¢itim imenima u
razli¢itim regionima u SAD-u. Npr, Fransis je 1919. objavio rad pod naslovom ,Jelenska
groznica-bolest coveka do sada nepoznate etiologije”. Isti autor objavljuje iscrpni ¢lanak
1921. godine u kome ukazuje da se bolest prenosi sa glodara na coveka putem insekata koji
siu krv. Stavise, on predlaze novi naziv ovoj bolesti ,tularemija*“ koji je i prihvaéen u
medunarodnoj nomenklaturi naziva bolesti. Francis je izolovao Bacterium tularense iz krvi
nekoliko teSkih bolesnika. Nakon toga, razvio je dijagnosticke seroloske metode i metode
zasnovane na kulturama i opisao sluCajeve tularemije kod ljudi steCene u laboratoriji,
identifikujuéi tako organizam kao laboratorijski rizi¢ni agens. U cast na pionirski rad E.
Francisa, bakterija je u danasnje vreme poznata kao Francisella tularensis ( 3).

Tokom intenzivnog perioda istrazivanja od strane Francisa, 1925-te godine, Hachiro
Ohara je opisao bolest u Japanu, sa klinickom slikom sli¢nom tularemiji. Njegova supruga
pristala je da bude dobrovoljac u eksperimentu, dozvolivsi mu da na dorzalnu povrSinu njene
leve ruke utrlja inficirano tkivo zeca nakon Cega je dobila temperaturu i limfadenopatiju, a
nakon biopsije limfnog ¢vora, izolovan je uzrocnik koji je kasnije identifikovan kao F.
tularensis (4).

Tokom 1930-tih godina, zapoceta su istrazivanja vakcine protiv tularemije. Otkriveno
je da preparati sa umrtvljenom F. tularensis indukuju samo marginalnu zastitu od infekcija
virulentnim sojevima. Ipak, u Sovjetskom Savezu, su Gaiskii i Elbert uspesno atenuisali
prirodni izolat F. tularensis i napravili bezbednu i efikasnu vakcinu koja se tokom 1946.
godine koristila za masovnu vakcinaciju (4).

Tokom 1956. godine, vakcine sa Zivom bakterijom preneSene su iz Moskve, u Institut
za medicinska istrazivanja infektivnih bolesti, armije SAD u Merilendu. Nakon ispitivanja na
laboratorijskim Zivotinjama, izabrana je jedna od dve varijante bakterijskih kolonija,
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napravljena vakcina i testirana u pogledu bezbednosti i efikasnosti na ljudima. Ovi sojevi su
nazvani Live Vaccine Strain (LVS) i koris¢eni su za vakcinaciju laboratorijskog osoblja pod
poveéanim rizikom od infekcije. Nakon uvodenja LVS, 1960. godine, incidencija
respiratornog oblika tularemije je pala sa 5,7 na 0,27 sluc¢aja/1000 medu zaposlenim osobama
pod rizikom. Indicencija ulceroglandularnog oblika bolesti ostala je nepromenjena, iako su
simptomi 1 znaci bolesti bili manje izrazeni (4). Nazalost, ova vakcina danas viSe nije
dostupna, a njena buduénost je neizvesna (5).

1.3. Uzro¢nik

1.3.1. Taksonomija

Od 1970. godine ruski istraziva¢i Olsufjev i sar. uvode termine F. tularensis
nearctica za F. tularensis tularensis i F. tularensis holarctica za F. tularensis palaearctica.
Godine 1995. menja se taksonomija roda Francisella tako da se danas svi poznati
predstavnici ovog roda svrstavaju u dve vrste (1):

1. F. tularensis sa slede¢im podvrstama: F. tularensis subsp. tularensis (F. tularensis tip A

ili F. neoarctica), F. tularensis holarcica (F. tularensis tip B ili F. tularensis subsp.

palearctica), F. tularensis mediaasiatica 1 F. tularensis subsp. novicida (ranije F.

novicida).

2. F. philomiragia (ranije Yersinia philomiragia).
Osim toga, molekularne metode su identifikovale razli¢ite genotipove F. tularensis
podvrste tularensis koje se razlikuju u njihovoj geografskoj lokaciji i virulenciji (6).

F. tularensis obuhvata dve dominante podvrste: F. tularensis subsp. tularensis (Jellison
tip A) i F. tularensis subsp. holarctica (Jellison tip B). Pocetne osnove za diferencijaciju ovih
tipova bile su njihove biohemijske odlike, epizotoologija i analize virulentnosti kod zeceva.
Mnogo kasnije, ustanovljene su suptilnije razlike u redosledu njihovih nukleinskih kiselina
(7).

1. F. tularensis tipa A je izolovana u severnoj Americi i predstavlja glavnu podvrstu na
ovom kontinentu. Jako je virulentna i patogena za mnoge domacine. Infektivna doza

za ljude je ekstremno niska i iznosi 10 bakterija - ako se unesu subkutano, odnosno 25

bakterija - ako se unesu aerosolom. Pre otkri¢a antibiotika, mortalitet kod ljudi je

iznosio od 5 -10%. Uglavnom se prenosi krpeljima od zeCeva na ljude, ali i direktnim

kontaktom sa zarazenom zivotinjom. Ipak, humana transmisija se prakticno ne dogada.
2. F. tularensis tipa B je mnogo rasprostranjenija na severnoj hemisferi i predstavlja

jedinu podvrstu izolovanu u zemljama Evrope. Manje je virulentna, nije letalna za

ljude, uzrokuje umereniju bolest kod ljudi i Zivotinja. Udruzena je sa glodarima i

zeCevima, a na Coveka se prenosi direktnim kontaktom sa zaraZzenim Zivotinjama,

ekspozicijom kontaminiranim vazduhom, unoSenjem kontaminirane hrane i vode ili

ujedom insekata iz roda zglavkara.

Prvi izolati F. tularensis tularensis pronadeni su u Evropi 1996. godine u blizini
Bratislave u Slovackoj. Ovaj nalaz moze da bude vrlo znaCajan sa epidemioloskog i
epizootoloSkog stanovista, jer se do tada smatralo da je tip A F. tularensis rasprostranjen
samo u S. Americi (8).
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1.3.2. Francisella tularensis

F. tularensis je slabo bojiva, striktno aerobna, Gram negativna bakterija, kratko-
Stapicastog ili okruglog oblika, asporogena i nepokretna. U pogledu nutritivnih zahteva F.
tularensis spada u probirljive mikroorganizme. Za svoj rast zahteva prisusutvo cisteina ili
cistina na pogodnim ¢vrstim podlogama, kao Sto je cistinski krvavi agar oplemenjen sa 1%
hemoglobinom, gde unutar 2 - 4 dana od inkubacije stvara jasno izrazene konveksne sivo-
bele opalescentne kolonije. LoSe se boji po Gramu a bolje po Gimzi. Deli se pupljenjem i
binarnom deobom a optimalni rast postiZze na 37 C° (9).

F. tularensis produkuje kiselinu, ali ne i gas zbog ograni¢ene koli¢ine ugljenohidrata i
koris¢enjem konvencionalnih dijagnostickih kitova nije je mogucée lako diferencirati od
drugih Gram-negativnih bakterija. Karakterise se jedinstvenim sastavom dugolanéanih
zasi¢enih 1 nezasiCenih masnih kiselina, $to se moZe identifikovati gas-likvidnom
hromatografijom. Za brzu i jednostavnu identifikaciju kolonija koristi se test aglutinacije
suspendovanih bakterija specificnim antiserumom. Zahvaljuju¢i razvitku molekularnih
metoda, danas se za brzu i kona¢nu potvrdu bakterijskih izolata koriste analize zasnovane na
PCR tehnici (4).

Virulentni sojevi sadrze kapsulu (0,02 - 0,04 pm). Gubitak kapsule skopcan je sa
gubitkom virulencije, dok to ne uti¢e na vijabilitet. Sojevi F. tularensis bez kapsule su
avirulentni i ne produkuju imunogeni efekat u senzitivnih laboratorijskih Zivotinja.

Za virulentne sojeve F. tularensis specifi¢an je i tzv. C antigen Celijskog omotaca. On je
glikolipidne prirode i nalazi se u Francisella i Brucella spp. LPS je faktor virulencije (10).
Poznavanje antigenske grade F. tularensis je neophodno za detekciju infekcije, kao i
identifikaciju infektivnog agensa ili nevijabilnih imunogenih supstanci.

Spoljasnja membrana F. tularensis sadrzi 12-20% proteina, 15-30% ugljenih hidrata
i viSe od 40% lipida. Ova membrana je snazan imunogen. Njena struktura je povezana sa
nivoom virulencije i imunogenosti (11). Kompleks LPS sa proteinima (15, 17, 19 kDa)
koji je izolovan iz spoljne membrane predstavlja glavni protektivni antigen. Ovaj
protein prepoznaju ne samo T celije (potentni je stimulator ovih celija), ve¢ i serumska
antitela F. tularensis stimulisanih jedinki (12). Antigenske frakcije spoljasnje membrane F.
tularensis ispoljavaju snazne imunomodulatorne efekte na aktivaciju T limfocita.
Mozda u ovoj heterogenosti i specificnosti antigena treba traziti objaSnjenje za dugotrajnu
perzistenciju specifi¢cnog imunog odgovora na F. tularensis (13, 14).

Virulencija F. tularensis je povezana sa nekoliko fenotipskih karakteristika uklju¢ujuci
formiranje kapsule, LPS, pili i produkciju kiselih fosfataza i siderofora (15, 16). Osim toga,
naknadne genomske studije su identifikovale specificnu genetsku povezanost sa
virulencijom, ukljucujuéi grupu gena poznatu kao Francisella-patogeno ostrvo (FPI) (16).
Mnogi od ovih FPI gena su ukljuceni u virulenciju Zivotinja 1 intracelularno prezivljavanje i
indukovani su intracelularnim rastom organizma. FPI geni su pod uticajem regulacije
transkripcije, ukljucujuéi faktore okoline, kao §to su izlaganje gvozdu i vodonik-peroksidu.

Na bazi istrazivanja genoma, utvrdeno je da F. tularensis ne produkuje klasi¢ne
virulentne faktore, kao Sto su endotoksini. Umesto toga, virulencija F. tularensis potice iz
njene sposobnosti da proliferiSe u velikom broju unutar razlicitih tkiva i organa domacina,
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prekidajuci njihovu normalnu funkciju i1 indukuju¢i znacajan imuni odgovor domacina koji
sam po sebi izgleda doprinosi bolesti (17).

LPS F. tularensis je jedinstven u tome Sto se ne vezuje za molekule kao $to su LPS-
vezujuci proteini i TLR-4 da bi pokrenula proinflamatorni odgovor (18), niti se vezuje za
TLR-2 (19). Lipid A F.novicida i F. tularensis sadrzi neke neobi¢ne modifikacije i
pretpostavlja se da Francisella mozda poseduje novi sistem LPS remodeliraju¢ih enzima.
Struktura O antigena je odredena za F. tularensis subspecies tularensis i holarctica i F.
novicida (20). O antigen obe podvrste F. tularensis je bio identi¢an ali za F.novicida je bio
strukturalno razli¢it. Strukturalne razlike izgleda da rezultuju u imunoloskim razlikama posto
LPS ne indukuje ukrStenu zastitu medu vrstama. (21). Mutanti F. tularensis i F.novicida ne
mogu da sintetiSu O antigen, te su oslabljeni (21), ali O antigen izgleda da ima razli¢itu ulogu
u obe vrste. O antigen F. tularensis izgleda da je vazan za intracelularno prezivljavanje, dok
je O antigen F. novicida izgleda kritican za serumsku rezistenciju i manje vazan za
intracelularno prezivljavanje (21).

1.4. Epidemiologija

Tokom prve decenije nakon otkri¢a prikupljene su obimne informacije o ovoj bolesti.
Uprkos sveopStem saznanju, nije bilo jedinstvenog opisa Zivotnog ciklusa F. tularensis.
Postalo je jasno da je razumevanje epidemiologije tularemije znatnije teZe nego nekih drugih
bolesti koje podsecaju na tularemiju, npr. kuge. Postoje brojni razlozi za to. Prvi je, da je
pojavljivanje F. tularensis je mnogo lokalizovanije, tj. neka endemska podrucja obuhvataju
ne vise od par stotina kvadratnih kilometara, dok susedna podru¢ja mogu pokazivati mnogo
manju incidenciju bolesti. Drugi je, da se mnoge epidemioloske studije zasnivaju na
pretpostavci da postoji korelacija izmedu pojave patogena i nastanka bolesti.

Ipak, izgleda da F. tularensis moZze perzistirati u okruzenju bez istovremenog
pojavljivanja bolesti u istom geografskom podrué¢ju. Postoje dokazi da F. tularensis opstaje u
endemskim podrucjima, ali da su za odvijanje aktivnog ciklusa infekcije neophodni takvi
preduslovi kao $to su npr. izvesni klimatski uslovi. Stoga, za razumevanje Zivotnog ciklusa
potrebno je istovremeno analizirati bakteriju u okruzenju, zatim u vektorima, kao i pratiti
slucajeve tularemije kod zivotinja i ljudi (3).

1.4.1. lzvor zaraze

Tularemija se javlja u preko 250 zivotinjskih vrsta. Smatra se da se Francisella
tularensis odrzava u okolini uglavnom u razli¢itim zemljanim i vodenim sisarima kao $to su
veverice, pitomi i divlji zecevi, voluharice, bizamski pacov, vodeni pacovi u drugi glodari
(22, 23, 24). 1zvori zaraze za ¢oveka primarno su razne vrste Zivotinja rodova Lagomorpha
- kuni¢i (u Severnoj Americi) i Rodentia - glodari (na Evroazijskom kontinentu) a
vektori su najces¢e krpelji roda Ixodes i Dermacentor (25). U Evropi tularemija je
najc¢esc¢a kod zecCeva (Lepus spp.), mada zeCevi verovatno ne ¢ine rezervoar bolesti. F.
tularensis ssp. palaearctica ima uglavnom vodeni ciklus, a izvori su akvati¢ni sisari npr.
bizamski pacov i dabar u S. Americi a voluharica u biviem SSSR-u. Glavni izvor F.
tularensis ssp. tularensis su kunié¢i i krpelji. U regionima gde je tularemija endemijska,



Uvod

antitela na F. tularensis se ¢esto detektuju u serumima uhvacenih divljih Zivotinja (26, 27).
Ispitivanja raznih sisara na prisustvo antitela na F. tularensis su pokazala da je najveca
prevalencija (57%) pronadjena kod dabra. Ovo ukazuje da je dabar izrazito izloZen bakteriji u
svom prirodnom staniStu i da, pored toga, ova vrsta u visokom procentu prezivljava infekciju
tularemije u odnosu na druge vrste sisara. Poznato je da je moguce hroni¢no izlucivanje F.
tularensis mokra¢om kod delimi¢no imunih poljskih miseva. lako su epidemije tularemije
tipa B udruZene sa pove¢anom pojavom bolesti medu glodarima i lagomorfima, ove Zivotinje
nisu sposobne da budu domacini bakterije izmedju izbijanja epidemije.UopSteno govoredi,
glodari i lagomorfi ne prezivljavaju infekciju, a ako i prezive, eksperimentalni dokazi
ukazuju da su ove Zivotinje bile sposobne da eradiciraju bakteriju (4).

Kako se prirodni rezervoar F. tularensis moZze nalaziti bilo gde u okruzenju, F.
tularensis moze preziveti mesecima u vodi i mulju (22). Ocigledno, vodotokovi mogu biti
kontaminirani inficiranim zivotinjama i tako postati izvori infekcije. Ovo, ipak, ne objasnjava
iznenadno izbijanje bolesti u intervalima od nekoliko godina izmedju kojih se nalaze intervali
potpunog odsustva bolesti. Moguce je da neki ne-sisar moze posluziti kao domacin u kome se
odigrava intracelijska replikacija bakterije, sliéno onoj opisanoj kod vrste Legionella
pneumophillia. Dokazano je da bakterija prezivljava u vodenim sistemima, verovatno u
simbiozi sa amebama (24, 28, 29). Pokusaji da se pronadje prirodni rezervoar tularemije bili
su ometeni izrazito konzervativnom prirodom F. tularensis, kao i kasnijim teSko¢ama u
otkrivanju individualnih fenotipskih i genotipskih odlika medu razlicitim izolatima unutar
podvrsta (4)

Osim mikroorganizma i izvora, za transmisiju tularemije neophodan je i vektor, a to su
najcesce iksodidni krpelji, koji se zaraze siSuci krv bolesne zivotinje za vreme bakteremije. U
centralnoj Evropi, krpelji Dermacentor reticulatus i Ixodes ricinus su znacajni vektori. U
oblastima Ceske republike i Austrije, gde se javljaju prirodna Zarista tularemije, izmedu 2,1 i
2,8% analiziranih krpelja D. reticulatus, sadrzalo je F. tularensis (30, 31). U Severnoj
Americi se zapaZa daleko veci procenat vektorskog prenoSenja bolesti (7 - 63%). Smatra
se da je za to odgovorna antropofilija severnoamerickih vrsta krpelja rodova Dermacentor (D.
reticularis, D. andersoni, D. variabilis), Haemaphysalis i Amblyomma spp . (32).

1.4.2. Putevi prenoSenja uzrocnika

Humana infekcija se javlja nakon kontakta sa inficiranim zivotinjama ili vektorima,

ingestijom kontaminirane hrane ili vode, inhalacijom infektivnih aerosola (ukljucujuci
praSinu, seno i vodu), kao i prskanjem inficiranog materijala u oci ili trljanjem ociju
kontaminiranim prstima. Tularemija se, kao ni druge zoonoze, ne prenosi sa ¢oveka na
Coveka (1, 2, 33)
Japanu (35), dok u evropskim zemljama (Svedska, Finska i zemlje bivieg SSSR-a)
predominiraju komarci (3, 36-40). F. tularensis se prenosi transovarijalno u krpeljima i na taj
nacin opstaje u prirodi bez potrebe za inficiranim Zivotinjskim rezervoarom. Ostali insektni
vektori su konjske muve, buve i vasi.

U direktnom kontaktu sa zarazenom zivotinjom (dranje koze zarazenih zivotinja,
manipulisanje sa mesom, ujedom ili ogrebotinom zarazene zivotinje), naj¢esce obolevaju
lovci, koZari i mesari. Ovaj oblik ulceroglandularne tularemije je poznat u SAD-u, Japanu,
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skandinavskim zemljama i Spaniji (34, 35, 38, 41, 42). Mesojedi kao $to su domaée macke i
u jednom slucaju ptice mogu preneti tularemiju noSenjem organizma kandzama ili ustima (1,
43).

Aerogena transmisija je zabelezena kao uzrok nekoliko epidemija koje su zahvatile
nekoliko stotina ljudi na farmama u Svedskoj i Finskoj (44). Takode nekoliko epidemija
respiratorne tularemije zahvatilo je Martin vinograd (Martha's Vineyard) u Masacusetsu u
SAD-u, poslednjih decenija 20. veka, kada su obolele osobe koje su kosile travnjake i sekle
Zbunje (45).

Kontaminirano meso ili voda ostaju vazni prirodni izvori za transmisiju te su prirodne
katastrofe i ratovi povezane sa epidemijama tularemije uzrokovane naruSenim faktorima
Zivotne sredine (46, 47). ZarazZeni glodari svojim izlu¢evinama mogu da zagade vodu izvora,
potoka i reka, Sto je dokazano u epidemijama tularemije na Kosovu, u Bugarskoj, Turskoj i
Norveskoj (46-53). Prezivljavanje F. tularensis u vodi moze biti prolongirano, ¢ak i kad je
voda slana ili zamrznuta (1, 54). Mozda vazna za njeno prezivljavanje u vodi je sposobnost
organizma da se multiplicira unutar Acanthamoebae castellanii, indukuje incistaciju i prezivi
unutar amebne ciste (55).

Osim putem vode, uzro¢nik tularemije moze da se prenese 1 putem hrane, a najceSce
nedovoljno pecenim ili kuvanim mesom koje potic¢e od zarazenih Zivotinja (56)

Obolevanja ljudi od tularemije, kao po pravilu su vezana sa povecanjem populacione
gustine medu glodarima i epizootije medu njima. Npr, u Svedskoj, jasna je korelacija izmedu
pikova u populaciji voluharica i divljih zeCeva i pojave tularemije kod ljudi (37). Pojava
tularemije kod ljudi u bivsem Sovjetskom Savezu povezana je sa epizootijom bolesti kod
zemljanih voluharica (25). lako su epidemije tularemije tipa B udruzene sa povecanim
prirastom glodara i lagomorfa (kuni¢a), ove zivotinje nisu sposobne da budu domacini
bakterije izmedju izbijanja epidemije. Poznato je da je moguce hroni¢no izlucivanje F.
tularensis mokrac¢om kod delimi¢no imunih voluharica (4).

Sezonska pojava slucajeva obolevanja od tularemije vezuje se, pre svega, za sezonsku
aktivnost glodara 1 artropoda, za odredene sezonske radove i zanimanja.

U mnogim zemljama opisuje se bimodalna distribucija bolesti. Kao vektorska bolest
javlja se od maja do septembra, a od novembra do februara nastaje u kontaktu sa zecevima
(35, 37, 57). U SAD-u, jedan pik obolevanja se javlja od novembra do februara i povezan je
sa lovom, a drugi pik u leto i u vezi je sa izlaganjem ubodima krpelja (4). U severnim
zemljama narodito u Svedskoj, izbijanje ulceroglandularne tularemije je povezano sa
ubodima komaraca u kasno leto i ranu jesen, i javlja se bar jednom ili dva puta u deceniji (38,
59).

Ne mogu se izostaviti ni karakteristike tularemije kao prirodno ZariSne zoonoze.
Prirodna zariSta tularemije na prostorima bivse SFRJ istrazivao je Heneberg i ustanovio da su
ona rasprostranjena na celoj njenoj teritoriji (59). Prema podacima Bor¢i¢a svako zariste
karakteriSu prostorne i vremenske pulzacije, Sto je uslovljeno porastom brojnosti glodara
(svake 3-4 godine manja, svakih 9-11 godina veca), Sto zavisi od Kklimatskih i genetskih
faktora a poklapa se sa epidemijama tularemije u ZariStu (60). Cikli¢ni karakter tularemije
opisuje i Kartsev, po kome glavni ciklus traje 17 godina sa sekundarnim porastima i padovima
u morbiditetu, na svake 3-4 godine (61). Bolest se pojavljuje kao epidemija u ljudi i Zivotinja,
zavisno od tipova rezervoara koji uti¢u na pojavljivanje u razli¢ito doba godine (25).
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1.4.3. RaSirenost u svetu

Tularemija se javlja endemi¢no U umerenom pojasu severne hemisfere, u Severnoj
Americi, Evropi i Aziji, u opsegu od 30 do 71° geografske Sirine (4). U Juznoj Americi i
Africi se vrlo retko belezi (1-5).

U SAD-u, bolest je otkrivena u svim drzavnim entitetima izuzev Havaja, §to potvrduje
visoka stopa morbiditeta od 98, 7%, u poredenju sa ostalim zemljama. Na globalnom nivou u
SAD-u prisutan je opadajuéi trend broja obolelih od tularemije. Godine 1939. je verifikovan
najveéi broj obolelih -2291 osoba, koji je 40-tih godina 20. veka opao na 1100 obolelih
godiSnje (62). Do 1950. godine, ukupna incidencija je pala od >5, na 0, 5 slu¢ajeva/1000000
stanovnika. Od 1967. u SAD-u incidencija je bila manja od 200 slucajeva godi$nje. U
poslednjim decenijama 20. veka opisuje se jedno malo endemsko podrucje (Martha's
Vineyard) u drzavi Masacusets gde se 2000. godine, desila epidemija tularemicne
pneumonije sa 15 obolelih, koja je odnela i jednu Zrtvu (63). U periodu od 1990 do 2000, u
SAD-u, prema podacima CDC-a ukupno je objavljeno 1368 slucajeva tularemije iz 44
drzave, prosecno 124 godisnje (64). Sezonska distribucija tularemije u SAD je bimodalna, sa
pikom od novembra do februara meseca, Sto je povezano sa lovom i drugim pikom u leto, Sto
je udruzeno sa ekspozicijom krpeljima.

U Japanu, tularemija se javlja u severoisto¢nim delovima velikog ostrva (57).U periodu
od 1924 do 1996. registrovano je 1374 slu¢ajeva tularemije. sa maksimumom obolelih 50-tih
godina, $to se dovodi u vezu sa pove¢anim konzumiranjem zecetine i tendencijom rapidnog
pada broja obolelih na svega 10 slu¢ajeva godisnje (35).

Na Evroazijskom kontinentu tularemija je Siroko rasprostranjena. Visoka prevalencija
je nadena u bivSem Sovjetskom Savezu i1 skandinavskim zemljama, dok se na britanskim
ostrvima izgleda ne javlja. Rusija je postala 3. zemlja (posle SAD-a i Japana), gde je
tularemija zapazena 1926. i prijavljena 1928. godine. Tokom Il svetskog rata, Rusija je,
zajedno sa ostalim isto¢no-evropskim zemljama, bila zahvacena epidemijama tularemije
hidri¢nog porekla koje su obuhvatile 10000 do 100000 slucajeva godiSnje. Poslednjih godina,
u Rusiji se belezi ne vise od 400 slucajeva tularemije godiSnje, koja ima karakteristike 1
sporadi¢nog i epidemijskog javljanja (4).

U skorijoj istoriji opisani su slucajevi izbijanja tularemije u pogorSanim zivotnim
uslovima, preko hrane i vode kontaminirane glodarima kako je to bilo na Kosovu 1999 -
2000. godine, gde je otkriveno 327 obolelih od tularemije (46).

U nordijskim zemljama, posebno u Svedskoj, izbijanje ulceroglandularne tularemije
obi¢no je udruzeno sa ujedima artropoda i javlja se bar jednom ili dva puta za deceniju. U
Svedskoj, bolest se endemitno javlja samo u severnim delovima zemlje. Godi3nji broj
objavljenih slu¢ajeva bolesti kod ljudi u periodu 1973-1985. kretao se od manje od 5
slu¢ajeva do preko 500 (58). Godine 2000. ponovo je izbila epidemija tularemije u Svedskoj
u kojoj je prijavljeno 270 obolelih (38).

U centralnoj i juznoj Evropi incidencija je generalno niza u poredenju sa severnim
zemljama. Tako se na teritoriji Moravije, Slovacke i Austrije, tularemija javlja endemicno sa
godiSnjom incidencijom koja varira od < 1 do >5 slu¢ajeva na 100000 stanovnika (30). U
Slovackoj je prijavljeno 126 slucajeva bolesti u periodu 1985-1994, da bi od 1994. do 1996.
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doSlo do aktiviranja prirodnih ZariSta tularemije i viSestrukog porasta morbiditeta (213
registrovanih slucajeva) (65).

U Nemackoj, samo jedan do nekoliko slucajeva tularemije se javlja svake godine (66).
Nekoliko slu¢ajeva opisano je i u Italiji (67, 68).

U Spaniji prva humana tularemija je objavljena 1996, kada je registrovano 585
slucajeva, §to se dovodi u vezu sa lovom na zeceve (69).

U Francuskoj je u petogodisnjem periodu od 2005 do 2010 registrovan 101 oboleo
(70).

U Turskoj je evidentirano 205 obolelih od tularemije u periodu od 1988 do 1998. sto je
povezano sa konzumiranjem vode sa prirodnog izvora (52, 71) .

U Bugarskoj je, prema zvani¢nim podacima Ministarstva zdravlja Bugarske u periodu
od 1997. do 2004. kao i u prvom kvartalu 2005. godine, prijavljeno 285 slucajeva tularemije,
Zaridte epidemije je zahvatilo podrugje veli¢ine priblizno oko 4000 km2, na lokalitetu
zapadnog dela granice sa Srbijom (48, 72). U istom vremenskom periodu se javlja tularemija
u jugoisto¢noj Srbiji.

1.5. Patogeneza

Patogeneza infekcije F. tularensis i njeni virulentni faktori predmet su intenzivnih
istrazivanja, delimi¢no zbog potencijalne zloupotrebe organizma kao agensa bioterorizma. F.
tularensis je visoko virulentan organizam; samo 10-50 intradermalno ubrizganih ili
inhaliranih organizama je dovoljno da dovede do klinicke bolesti. Uopsteno, F. tularensis
subspecies tularensis (tip A) uzrokuje mnogo ozbiljniju klinicku infekciju od podvrste
holarctica (tip B). Podvrste tularensis genotipa A1b su mnogo ¢es¢e povezane sa invazivnim
infekcijama i imaju visi mortalitet nego tipovi Ala, A2 ili B (6).

Posle umnoZavanja na mestu inokulacije, F. tularensis se Siri prvo do regionalnih
limfnih ¢vorova i onda se moze prosiriti sistemski limfohematogenim putem do jetre i slezine
gde se replicira (73). Na mestu inokulacije, javlja se akutna inflamatorna reakcija
neutrofilima, makrofagima i limfocitima koja dovodi do tkivne nekroze (74). Mogu se
formirati granulomi i povremeno kazeozni granulomi imitiraju¢i tuberkulozu. Uprkos ovoj
reakciji domacina, F. tularensis moze ostati izvesno vreme ziva u tkivima.

F. tularensis je fakultativni intracelularni patogen koji se replicira primarno u
makrofagima domacina, ali moze takode inficirati mnoge druge celijske tipove ukljucujuci
neutrofile, dendriticne ¢elije, hepatocite i epitelijalne celije pluca (75, 76, 77). Dostupni
podaci ukazuju da intracelularni ciklus F. tularensis je slican u makrofagima, neutrofilima,
epitelijalnim ¢elijama i1 Drosophila melanogaster S2 ¢elijama, ukazujuéi da je ciklus slican u
svim ¢elijskim tipovima (78, 79, 80). Preuzimanje bakterije od strane neutrofila i dendriti¢nih
¢elija je zavisno od opsonizacije (81), dok je ulazak u makrofage omogucen i1 kroz opsonin
zavisne i opsonin nezavisne mehanizme (82). F. tularensis ulazi u ¢elije domacina vezujuci
se za povrsne receptore. Preuzimanje F. tularensis od strane makrofaga je jedinstven proces
koji se naziva ("looping fagocitoza"), zahvaljujuéi asimetri¢nim i prostranim pseudopodnim
izraStajima (82). Ulazak u makrofage je zavistan od komplementa i receptora komplementa;
alternativni putevi ukljuéuju manoza-receptore i klasu A receptora. Cim ude u éeliju,
bakterija prekida sazrevanje fagozoma u kasni endozomalni stadijum. Za 15 do 30 min,
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fagozom je privremeno acidifikovan i ova acidifikacija je susStinska za posledi¢no "beZanje"
(sklanjanje) u citosol makrofaga (83). Fagozom je izgleda strukturalno netipican, sti¢e gusti
fibrilarni omota¢ (79). Eventualno, fagozomalna membrana se raspada i bakterija odlazi u
citoplazmu, 30-60 min nakon fagocitoze i multiplicira se u visokom nivou u citoplazmi (84).
Cim ude u citosol, bakterija je prepoznata od strane Celija domacina inflamazoma, $to
rezultuje u oslobadanju IL1 i IL18 (85). Sli¢no, dolazi do aktivacije caspasa-3, kroz oba
spoljasnja i unutrasnja puta izmedu 6. 1 12. dana posle infekcije. Mada su kaspaze aktivirane
rano tokom infekcije (77, 85), F. tularensis je u stanju da odlozi smrt celija za svoje
prezivljavanje i replikaciju, aktiviraju¢i NF-kB i Ras koji oboje stimuliSu ¢elijsku stimulaciju
(86). Tokom kasnih stadijuma infekcije misjih makrofaga, izgleda da bakterija ponovo ulazi
endocitozom u makrofage indukujuéi proces autofagije 1 ostaje u velikim vakuolama sa
duplim membranama, koje sadrze grozdove bakterijskih ¢elija (84). Ova opservacija ostaje da
se potvrdi, jer ovaj ponovni ulazak F. tularensis u endozom-lizozom autofagijom, ne deSava
se u humanim makrofagama, i zato nije relevantan humanoj infekciji (87). Oslobadanje
bakterija indukuje apoptozu (88) i piroptozu (85). Piroptoza je novi mehanizam opisane
proinflamatorne smrti ¢elije (89), koji rezultuje oslobadanjem bakterija iz inficirane Celije. Pri
kraju infekcionog ciklusa, indukcija apoptoze dozvoljava bakteriji prekidanje citoplazmatske
membrane i izlazak ¢elije u zapocinjanje novog zivotnog ciklusa (Slika 1) (90).

Sli¢an proces se deSava u neutrofilima. Nakon fagocitoze, humani neutrofili su
nesposobni da ubiju F. tularensis; organizam inhibira NADPH oksidazu, oksidativni stres je
suprimiran i organizam odlazi u citoplazmu (80). Medutim, kona¢ni stadijumi intracelularnog
ciklusa nisu poptuno razjasnjeni (91).

Pokazano je da kisela fosfataza AcpA je da ima ulogu u intracelularnom prezivljavanju
Franciselle, inhibisuci oksidativni stres koji stvaraju makrofazi (92). Delecia AcpA rezultuje
u svtaranju mutanata koji su mnogo podloZniji ubijanju od strane humanih makrofaga u
odnosu na divlji tip. (93). Osim toga, mutanti pokazuju smanjenu sposobnost da pobegnu iz
fagozoma (93). Nekoliko teorija mogu objasniti ovo zapaZanje (93). Jedna mogucnost je
prekidanje membrane fosfolipaznom aktivno$¢u AcpA (92). Multipne kisele fosfataze su
otkrivene u genomskoj sekvenci Francisele ali doprinos svake od njih u inhibiciji
oksidativnog stresa jo§ nije utvrdena. Takode je pokazano da Francisella ulazi u neutrofile
bez okidanja oksidativnog stresa, nepoznatim mehanizmom koji inhibiSe spajanje NADPH
oksidaza (80) i tada izbegava fagozom i prezivljava u citoplazmi neutrofila. Tako Francisella
pripada veoma maloj grupi patogena Kkoji su sposobni da izbegnu ubijanje od strane
neutrofila, ali znacaj ovog tumacenja patogeneze jos$ treba biti utvrden (91).

U miSjem modelu infekcije F. tularensis, ve¢ina organizama oporavljenih iz krvi,
nadeni su ne u leukocitima ve¢ slobodni u plazmi (94). Mada je pokazano da F. tularensis
ispoljava ekstracelularnu fazu tokom in vivo infekcije misa, nema podataka koji govore o
ekstracelularnom rastu tokom humane ili animalne infekcije Ovo je bilo nezavisno od
veli¢ine inokuluma, virulencije i puta transmisije. Organizmi rastu dobro u celoj krvi ali ne i
u plazmi ukazujuéi na potrebu za ¢elijama domacina. Ova zapazanja ukazuju da F. tularensis
u krvi moze biti preuzeta od strane leukocita gde se replicira i tada ih napusta odlazeci u
plazmu gde zapocinje ciklus reinfekcije. Takode je pokazano da F. tularensis moze inficirati
eritrocite i perzistirati unutar njih. U prilog tome govori da su intraeritrocitni organizmi
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zaSti¢eni od ubijanja gentamicinom i mozda doprinose pojavi relapsa nakon neadekvatnog
tretmana (95).

Slika 1. Intracelularno kretanje bakterije F. tularensis unutar makrofaga preuzeto iz Asare i
Kwaik, 2011.

F. tularensis ulazi u makrofage koriste¢i razli¢ite receptore i ostaje privremeno u ranom
fagozomu (EEA). Unutar 30 min od infekcije ranog fagozoma, uz pomoc vATP-aze, F.
tularensis acidifikuje fagozom i napusta ga, odlazeé¢i u citosol. U citosolu F. tularensis
aktiviSe kaspazu-1 i kaspazu-3, ali odlaze piropoptozu i apoptozu i odrzava celijsku
vijabilnost sve do kasnih stadijuma infekcije kada bakterija napusta ostatak celije (Slika 1)
(90).

1.6. Imunski odgovor na F. tularensis

Imunski odgovor na F. tularensis razvija se posle prirodne infekcije ili vakcinacije Zivim
atenuiranim sojem ove bakterije (LVS) (96-98). Posto je F. tularensis fakultativni
intracelularni parazit (profesionalnih fagocita kao i nefagocitnih ¢elija), ¢elijski imunski
odgovor je od veceg znacaja od humoralnog u odbrani od ove bakterije i predstavlja glavni
protektivni mehanizam (99, 100).

1.6.1. Celularni imunski odgovor

Rani, urodeni imuni odgovor zadrzava infekciju pre razvoja ste¢enog imuniteta, ali je
nedovoljan da nadvlada infekciju. Unutar citosola makrofaga, organizam aktivira zastitni
multimolekularni kompleks domacina, inflamazom, vodeé¢i do oslobadanja proinflamatornih
citokina (interleukin-1 beta i interleukin 18) koji okidaju kaspaza-1 zavisnu celijsku smrt
(101). Ovaj proces zahteva tip I interferon prenos signala. Drugi mehanizmi koji su ukljuceni
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u urodeni imuni odgovor obuhvataju neutrofile, makrofage, dendriti¢ne ¢elije, prirodne Celije
ubice, limfocite, interleukin-12, tumor nekrosis faktor-alfa (TNF-a), gama-inteferon i Tool-
like receptor 2 (TLR-2) (76). Prirodni humoralni odgovor na ugljenohidratne antigene javlja
se nakon razvoja celularnog imuniteta i nedovoljan je za zastitu od infekcije (102). Nasuprot
tome, oporavak od infekcije je zavistan od razvoja éelijski posredovanog imuniteta. Celijski
posredovan imunitet je usmeren protiv proteinskih antigena i zavistan od CD4+ i CD8+ T
¢elija (76, 103). Kao posledica toga, makrofagi su aktivirani da ubiju intracelularno F.
tularensis kroz proces koji uklju¢uje TNF-alfa, gama-interferon i produkciju reaktivnih
azotnih produkata (103) (Slika 2, 104).

{j} Initial interaction of F£. with host cells
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Slika 2. Komponente misjeg nespecifiénog i specificnog imunskog odgovora na F. tularensis
(preuzeto iz Cowly i Elkins 2011)

Na slici 2. je prikazano: (1) Inicijalna interakcija F. tularensis sa ¢elijama domacina
kao Sto su makrofazi, dendriti¢ne celije, epitelijalne ¢elije i endotelijalne celije stimuliSe
produkciju pro-inflamatornih citokina i hemokina (2a). Istovremeno, vazne, nespecificne
imune Celije okupljaju se na mesto infekcije produkujuéi efektorne citokine kao Sto su
IL12p40, TNF-alfa, IFN-gama i IL-17A (2b) koji uticu na razvoj T celija i indukuju
produkciju antimikrobnih molekula od strane ¢elija domacina (4). Osim klasi¢nih citokina
tipa TH1, drugi medijatori, ukljucujuci produkciju IL-4 od strane mast ¢elija, mogu direktno
inhibisati intramakrofagalni rast F.tularensis i anti-LPS antitela od strane B-1a B ¢elija koji
ograni¢avaju infekciju. PMN su vazni za odbranu od infekcije Francisellom, ali ne mogu da
je eradiciraju in vitro, tako da njihov doprinos u infekciji za sada ostaje nepoznat. Posle
nekoliko dana, dolazi do aktivacije i ekspanzije Francisella-specifi¢nih T i B ¢elija (3). Alfa-
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beta T celije su esencijalne za ¢iS¢enje primarne infekcije 1 produkciju efektornih citokina
IL17A, IFN-gama kao i membranom-ograni¢enih i solubilnih formi TNF-alfa. Ovi faktori
verovatno pojacavaju aktivaciju inficiranih ¢elija domacéina kroz produkciju reaktivnih
kiseoni¢nih i azotnih medijatora, kao i drugih neidentifikovanih antimikroba (104).

Celularni imunski odgovor na F. tularensis se moze dokazati in vivo nakon dve nedelje
od pocetka bolesti (105, 106, 107). KarakteriSe se dugotrajnom perzistencijom, tako da se
moze detektovati godinama i decenijama posle bolesti, cak 25 godina posle prirodne infekcije
(108-111). Razlozi dugotrajne imunosti traze se u reekspoziciji, tj. ponovnom izlaganju
infektivnom agensu, unakrsnoj reaktivnosti ili latenciji. tj. hroni¢noj infekciji (111, 112).
Najverovatnije do perzistencije celularne imunosti na F. tularensis dolazi usled dugotrajne
depozicije bakterijskih antigenskih determinanti u retikulo-endotelnom sistemu i njihove
prezentacije na povrsini folikulo-dendriticnih ¢elija, te stalne stimulacije memorijskih T
limfocita. Za mnoge intracelularne patogene, celularni imuni odgovor zahteva najvise paznje;
organizmi su sakriveni unutar celija i relativno nedostupni antitelima a nivoi serumskih
antitela ¢esto ne koreliSu sa zaStitom. Tako su T ¢elijski mehanizmi ukljucujuéi produkeiju
citokina i citotoksi¢nost, logi¢ni kandidati za efikasnu eradikaciju patogena.

Komponente organizma koje indukuju inflamatorni odgovor su nepoznate, mada prema
rezultatima jedne studije, izgleda da LPS nije odgovoran. (109). Druga studija ukazuje da je
doprinos LPS-a na inflamatorni odgovor veoma zavistan od domacina, na osnovu razlika u
zapazenom odgovoru izmedu misjih i humanih imunih ¢elija nakon izlaganja LPS-u (113).
Pokazano je da je urodeni imuni odgovor na F. tularensis posredovan interakcijom
bakterijskih komponenti sa TLR2 (114). Utvrdeno je da dva lipoproteina, TUL4 i FTT1103,
interaguju sa TLR2, koji moze biti odgovoran za indukciju proinflamatornih citokina tokom
infekcije (115). Protein domacina, matriks metaloprotein 9, takode je ukljucen u razvoj
bolesti nakon infekcije F. tularensis (116). On se oslobada od strane neutrofila i aktiviranih
makrofaga, i igra vaznu ulogu u pokretanju leukocita. Mi$§ sa defektnom produkcijom
matriksnog metaloproteina 9, u stanju je da se izbori sa infekcijom, cak 1 sa visoko
virulentnim sojevima F. tularensis, dok je sa normalnom ekspresijom ovog metaloproteina
podlozniji infekciji sa veéim bakterijskim opterecenjem, ekstenzivnijom histopatologijom,
stepenom oboljenja i smrtnosti (116).

1.6.2. Humoralni imunski odgovor

Humoralni imunski odgovor na F. tularensis karakteriSe rana sinteza i dugotrajna
perzistencija antitela 1gG, IgA i IgM klase. Specifi¢ni imunoglobulini se pojavljuju unutar
jedne nedelje od infekcije (117-120), maksimalne koncentracije dostizu posle 4-7 nedelja i
uprkos opadajucoj tendenciji, antitela na F. tularensis u serumu se mogu detektovati i
5-10 godina posle infekcije. Smatra se da je LPS F. tularensis glavni induktor
humoralne imunosti (109).

In vivo eksperimenti na miSevima pokazali su da se u imunskom odgovoru na F.
tularensis najranije sintetisu lgG antitela (1- 12 dana od pojave simptoma), a potom i
antitela 1IgM (2-14 dana) i IgA klase (2-18 dana), Sto predstavlja izuzetak u imunskoj
reakciji na bakterijske infekcije. Nivo IgG antitela takode opada sporije nego IgM i IgA,
tako da posle 3-6 meseci nivo 1gG (u prvom redu 1gG2 a sa malim koli¢inama IgG1, IgG2b
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i 1gG3) ostaje i dalje visok, dok su nivoi IgM i IgA antitela znac¢ajno smanjeni. Takode,
antitela 1gG klase najduze perzistiraju, ¢ak 25 godina posle infekcije (111).

Imunski odgovor na F. tularensis karakteriSe i dugotrajna perzistencija antitela
IgM klase, $to inace nije uobiCajena pojava. Moguée objaSnjenje ove pojave lezi u
¢injenici da F. tulurensis, buduéi da je intracelularna bakterija, opstaje dugo vremena u
domacinu, stalno i iznova indukujuci sintezu antitela (118).

Za razliku od antitela IgM klase, 1gG i IgA antitela su slabi aglutinini ili
neaglutinirajuca antitela. Ova antitela nisu u stanju da daju vidljivu aglutinaciju, Sto je
karakteristika akutne infekcije, kada je MAT test u visokom procentu negativan.
Takode, antitela ovih klasea mogu biti i kros reaktivna, blokirajuca, Sto takode uti¢e da
se ne ispolji vidljiva aglutinacija. U ovoj fazi infekcije preporuka je da se koriste
specifi¢niji testovi (IIF, ELISA).

Antitela IgM i IgG klase ucestvuju u aktivaciji komplementa, opsonizaciji bakterija,
olaksavanju fagocitoze i zaustavljanju diseminacije bakterija. Medutim, smatra Se da
antitularemi¢na antitela imaju vaznu wulogu i u T limfocitima posredovanoj
citotoksi¢nosti inficiranih ¢elija (ADCC). Ako se ovome doda veliki znacaj celularne
imunosti nije ni ¢udo $to je ovakvim imunim odgovorom obezbedena skoro apsolutna zastita,
tako da reinfekcije skoro i nema. U literaturi je opisano samo 12 reinfekcija (kod 9 osoba)
(121).

Uloga humoralnog imuniteta i neutrofila u odbrani domacina od F. tularensis je nejasna
(62). sto dokazuje seroloski imuni odgovor kod ljudi na mrtvu tularemié¢nu vakcinu, koji nije
protektivan za laboratorijske radnike, iako imaju blaze simptome kao rezultat prethodne
vakcinacije (121). Starije studije na miSjem modelu su demonstrirale da pasivni transfer
imunog seruma (anti-LVS ili anti-Francisella LPS antitela) Stiti naivnog misa (prvi put
izloZzenog infekciji) od infekcije LVS i manje virulentnim tipom B francisele (102,117-120,
122,123, 124,125). Ova zaStita medutim nije dokazana kada su miSevi izloZeni virulentnim
divljim sojevima (123). Sli¢no, pokusaji da se stimuliSe protektivni imunitet kod misa kroz
vakcinaciju sa Francisella LPS-om ili njenim proteinskim konjugovanim derivatima, imali su
uspeha samo nakon vakcinacije LVS-om ili slabije virulentnim tipom B F. tularensis (122,
126). Sposobnost da se primenom IL-12 pojaca humoralni imunitet i zaStiti od ekspozicije
virulentnom soju F. tularensis ostaje da se prouci (104).

lako se neka od stvorenih antitela ponaSaju kao opsonini i olakSavaju fagocitozu
pomocu neutrofila, neutrofili nisu efikasni u eliminaciji fagocitovane bakterije. Skorasnje
studije na Zivotinjama sa deplecijom neutrofila, pokazuju, da su neutrofili znaéajni u
rezistenciji na infekciju oslabljenim sojem, ali u odnosu na virulentni divlji soj, saznanja su
nepoznata (127). Ovi podaci ukazuju da humoralni imunitet igra ogranic¢enu ulogu u odbrani
domacina protiv prirodno ste¢ene infekcije (62, 99), a da uloga B ¢elija u primarnom i
sekundarnom imunom odgovoru na F. tularensis ostaje nejasna (105). MiSevi deficijentni u
zrelim B Celijama i antitelima imaju marginalnu ulogu u kontroli primarne subletalne
infekcije, ali su 100 puta manje zasticeni od sekundarnog letalnog izlaganja od normalnih
miSeva (128).

Najnoviji podaci ukazuju na jasan doprinos B ¢elijski-posredovanih funkcija u zastiti
protiv sekundarnih infekcija Francisella sojevima manje virulencije, dovode¢i do novog
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shvatanja da kombinacija i B i T ¢elijskog odgovora doprinosi protektivnom imunitetu protiv
F. tularensis.

Izgleda da je antitelo-posredovan imuni odgovor nastao nakon imunizacije sa Zivom ili
mrtvom LVS ili antigenim preparatima F. tularensis najbolji delimi¢no protektivni imunitet
protiv virulentnih sojeva F. Tularensis, ali da je T ¢elijski odgovor neophodan za postizanje
optimalne zastite. Interesantno je, da je serum intranazalno imunizovanog misa virulentnim
SchuS4 1 naknadno zasti¢enog terapijom levofloksacinom, bio sposoban da zastiti u 90%
naivnog misa od intranazalnog izlaganja letalnom SchuS4 (129).

Skorasnje studije otkrivaju interesantan mehanizam, pomoc¢u koga virulentna
Francisella moZe nadvladati protektivne efekte anti-Francisella antitela. Visoko virulentni
tip A SchuS4, ali ne i LVS, moze direktno vezati plazmin, serin proteazu koja degradira
opsonirajuca antitela i tako inhibise antitelima-posredovano preuzimanje SchuS4 od strane
makrofaga (130). Znacajno je to, Sto antitelo-opsoniraju¢i SchuS4 izaziva poveéanu
produkciju TNF-alfa u IL-6 iz makrofaga, Sto je smanjeno dodavanjem plazmina. Tako,
sposobnost SchuS4 da vezuje plazmin verovatno doprinosi njegovom kapacitetu da nadvlada
odgovor antitela domacina.

Poslednjih nekoliko godina zapaZzena je nova uloga ,,urodenih imunih B ¢elija“ u
imunitetu na F. tularensis. Nazvane B-1 limfocititima, ove ¢elije su primarno locirane u
pleuralnoj Supljini, intestinalnoj mukozi i slezini misa i brzo produkuju antitela protiv T-
nezavisnih antigena. Kod miSjeg modela infekcije F. tularensis ove ¢elije ispoljavaju veoma
brz odgovor antitela za 2-3 dana od LVS ili Ft-LPS vakcinacije. B-1aB c¢elijski odgovor
rezultuje zastitom od srednje letalnog LVS aplikovanog intraperitonealno i nije zavistan od
prisustva T celija (128, 131). Kod vakcinisanog misa LPS-om F. tularensis, Bla celije
proliferisu u slezini i diferenciraju se u plazma éelije koje produkuju LPS specificna F.
tularensis antitela koja se detektuju u serumu 3 - 4 dana posle imunizacije. Uloga B ¢elija u
protektivnom imunitetu mnogo je znacajnija u sekundarnoj u odnosu na primarnu infekciju.
Ovi rezultati dalje ukazuju da je deo, ali ne sav doprinos B ¢elija u protektivnom imunom
odgovoru antitelo posredovan. Uloga drugih funkcija B ¢elija, kao $to su produkcija citokina
1 hemokina ostaje da bude detaljno proucena. Interesantno je da nedavni dokazi ukazuju da F.
tularensis moze rasti unutar B ¢elija, konacno indukujuéi apoptozu inficiranih celija (132).
Tako potencijal F.tularensis da menja B ¢elijske funkcije ostaje interesantna tema za buduca
istrazivanja (104).

Pregledom prethodnih radova o Zivotinjskom i humanom humoralnom imunitetu u
tularemiji zakljuceno je da humoralni odgovor ima minimalnog uticaja na sveukupnu
kontrolu infekcije F. tularensis (99, 133). Dalja studija na ulozi antitela u zastiti protiv
tularemiéne infekcije je vazna i za razvoj vakcine i za moguce terapeutske proizvode (134).

1.7. Klini¢ke manifestacije

1.7.1. Klini¢ki oblici

Period inkubacije obi¢no iznosi 3-5 dana, ali moze varirati u opsegu od 1-21 dan.
Bolest obi¢no pocinje iznenadno, sa visokom temperaturom, drhtavicom, slaboscu,
glavoboljom i nauzejom. Cesto se javlja i suv kasalj, takode u odsustvu pneumonije, kao i
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gusobolja koja nije samo znak orofaringealne forme tularemije. Kako u tipu A, tako i u tipu
B, postoje brojne individualne varijacije u teZini bolesti. Trajanje febrilnosti moze varirati od
nekoliko dana do nekoliko nedelja. U infekciji tipa A, dolazi do brzog propadanja opSteg
stanja 1 moze se razviti rabdomioliza i septicki Sok (135, 136). Nakon uvodenja antibiotika u
terapiju, ukupna stopa mortaliteta kod tularemije tipa A je opala sa 5% do 10% na 1% do
2%. Tip B tularemije je prakti¢no neletalan kod ljudi, ¢ak i ako se ne sprovodi adekvatna
terapija (4).

Klini¢ki oblici tularemije zavise od od puta ulaska uzrocnika u organizam. Opisuje se Sest
glavnih klinickih formi tularemije: ulceroglandularna, glandularma, okuloglandularna, faringealna
(orofaringealna), respiratorna i tifoidna.

Ulceroglandularna tularemija je najces¢e izazvana transmisijom putem vektora i to: u
SAD-u i zemljama centralne Evrope preko krpelja (32), a u severnoj Evropi preko komaraca
(38). Nakon kontakta sa glodarima, javlja se aksilarna limfadenopatija u 65% slucajeva, a
nakon uboda krpelja, javlja se ingvinalna limfadenopatija u 64% eksponiranih (58, 137).
Lovci se mogu zaraziti tokom dranja zeceva ili ¢ak samim dodirivanjem Zivotinje, bez ikakve
prethodne prepoznate ogrebotine ili povrede tokom manipulacije sa zarazenom Zivotinjom.
Ulceroglandularna forma je najceS¢i oblik bolesti u skandinanskim zemljama, SAD-u,
Japanu, Spaniji i obuhvata 90% svih sluajeva (4).

U vreme nastajanja opStih simptoma dolazi do izbijanja lokalnih koznih promena -
papula (137). Unutar nekoliko dana ove papule mogu ulcerisati ili postati pustule. Uskoro
zarastaju ostavljajuci manje ili viSe vidljive ozZiljke. Posle nekoliko dana od pocetka bolesti,
obi¢no bolesnik sam primeéuje uveéanje limfnih Gvorova. Zlezde mogu dostiéi znatne
dimenzije, osetljive su i mogu biti okruzene crvenilom ili otokom okolnog tkiva i koze. Ovo
uvecanje limfne zlezde obi¢no dovodi bolesnika lekaru, pri ¢emu se primarna ulceracija retko
zapaza 1 obi¢no se otkriva tek nakon brizljive fizikalne inspekcije. Nakon sprovodenja
adekvatne terapije unutar nedelju dana od pocetka bolesti, zlezde ubrzo pocinju da se
smanjuju. Ako se adekvatna antibiotska terapija ne sprovede unutar dve (138) ili tri nedelje
(52) od pocetka bolesti, postoji rizik za nastajanje abscesa >20%. Kod vecine napred
pomenutih slucajeva, nastaje rezolucija spontanim rupturiranjem ili incizijom, Sto zahteva
dalje le¢enje rane koje moze potrajati nedeljama (4).

Glandularna tularemija je patogenetski identi¢na ulceroglandularnoj, prenosi se istim
mehanizmima, premda je lokalna infekcija slabo izraZzena da bi bila primecena i nema
primarnog afekta. Manifestuje se osetljivom, regionalnom limfadenopatijom ukljucujuci
jedan ili vise limfnih ¢vorova. Supurativni limfni ¢vorovi mogu da postanu fluktuantni, to je
indikacija za hirursku ili iglenu drenazu. Tacna dijagnoza se moze predvideti naroCito ako
od 190 slucajeva tularemije u Misuriju od 2000. do 2007) i drugi najces¢i oblik (28% svih
oblika tularemije) a kod odraslih je bio trec¢i naj¢esc¢i oblik (16% svih oblika) (34).

Okuloglandularna tularemija je takode slicna ulceroglandularnoj formi. Bolest se
manifestuje kada bakterija dospe do konjuktive rasprskavanjem infektivnog materijala u oko,
trljanjem ociju kontaminiranim prstima ili acrogenom ekspozicijom. Na ovaj oblik otpada par
procenata obolelih. O¢ni simptomi ukljucuju bol, fotofobiju i povecano suzenje. Mogu biti
prisutni mali konjuktivalni ulceri ili papule, kao i periorbitalni eritem. Regionalna
limfadenopatija moZe biti izraZzena, najéesc¢e preaurikularna, cervikalna i submandibularna.
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Parinaudov okuloglandularni sindrom predstavlja okuloglandularnu formu tularemije sa
unilateralnom lezijom u vidu jakog konjuktivitisa i istostranog uvecanja preaurikularnih
limfnih Zlezdi, koje obi¢no postanu toliko velike da menjaju izgled i oblik lica (4, 139, 140).

Orofaringealna (tonzilofaringealna) tularemija nastaje unoSenjem kontaminirane
hrane ili vode ili udisanjem kapljica; medutim, ¢esto rizi¢an faktor nije prisutan 68, 5 % (58,
137, 141). Primarni ulkus je lokalizovan u usnoj duplji i predstavlja primarni afekt, dok su
limfni ¢vorovi vrata uvecani. Dok je u zemljama Zapada, orofaringealna forma tularemije
zastupljena sa svega nekoliko procenata (3%) (141), u Bugarskoj, Turskoj i nasoj zemlji je
dominantna forma (do 90%) (50, 52, 142, 143). Ovaj oblik tularemije bez drugih
manifestacija moZe ostati dugo nedijagnostikovan i njegova dijagnoza je otkrivena vise
slucajno nego li se primarno sumnjalo (58, 144).

Orofaringealna tularemija se prezentuje u vidu stomatitisa i faringitisa. Fizikalnim
pregledom otkriva se crvenilo i gnojne promene u usnoj duplji i sluzokozi zdrela, pra¢eno
uvecanim limfnim zlezdama vrata (56, 141). Ako se ne posumnja na tularemiju, doci ¢e se do
pogresne dijagnoze i davanja neadekvatne terapije. Tako se, u Turskoj, tokom epidemije
orofaringealnog oblika tularemije tipa B, kasnilo sa postavljanjem dijagnoze, Sto je
rezultovalo komplikacijama u vidu supurativnog limfadenitisa koji se sretao u oko 40%
obolelih (52).

Respiratorna forma tularemije nastaje inhaliranjem F. tularensis u obliku aerosola. U
prvobitnoj klasifikaciji klini¢kih oblika tularemije ova forma nije bila navedena. Umesto
toga, navedena je forma bez jasnih lokalnih znakova ulaska infekcije i klasifikovana kao
tifoidna ili kriptogena tularemija. Kasnije, u ovu klasifikaciju je ukljucena i respiratorna
forma tularemije. U poredenju sa ulceroglandularnom formom, epidemije respiratorne
tularemije se ne javljaju Cesto, ali obicno zahvataju veliki broj obolelih.

Ova forma se moZe prezentovati simptomima pneumonije, ukljucujuéi suv kasalj,
dispneju, kao 1 bol u grudima. Ipak, podjednako su Cesti oblici sa generalizovanom slabosc¢u 1
izostankom respiratornih simptoma. Kod respiratorne tularemije postoji jasno razgranic¢enje u
pogledu tezine bolesti izazvane tipom A, odnosno tipom B bolesti i ovi tipovi ¢e biti
pojedinacno i opisani. Pneumonija kod tularemije moze biti primarna i sekundarna.
Primarna pneumonija ukazuje na zahvatanje plu¢a koje nastaje kao rezultat inhalacije
uzrocnika, dok se za sekundarnu pneumoniju veruje da je uzrokovana hematogenim Sirenjem
uzro¢nika tokom evolucije bolesti. Plu¢ne promene mogu biti prisutne ili odsutne u svim
oblicima tularemije, ukljucujuéi i respiratorni oblik.

Primarna pneumonija u tularemiji tipa A ukljucuje veéinu fulminantnih slucajeva
bolesti (137, 145). Pocetak bolesti je obi¢no nagao sa drhtavicom, jezom, dispnejom, kasljem,
bolovima u grudima i profuznim znojenjem. Kasalj moze ili ne mora biti produktivan, a
pacijent se oseca ekstremno slabim. Pre uvodenja antibiotske terapije smrtnost kod ovog
oblika bolesti je iznosila 30%- 60%. Zbog tezine simptoma i poremecaja svesti, bolest moze
podsecati na tifusnu groznicu. Kod polovine obolelih od tularemije tipa A, opisana je i
disocijacija pulsa.

Kod sekundarne pneumonije u ulceroglandularnoj ili glandularnoj tularemiji tipa A,
simptomi pneumonije se mogu pojaviti od 1-2 dana do nekoliko meseci nakon pocetka
bolesti. Postoje brojne individualne varijacije u tezini bolesti i kod tezih slucajeva, obi¢no
dominiraju pluéni simpromi ( 4). Radiografske promene u pneumoni¢nom obliku tularemije
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tipa A jako variraju i mogu se zameniti sa tipi¢nom bakterijskom pneumonijom,
tuberkulozom, limfomom ili karcinomom pluca.

U tularemiji tipa B, zahvatanje pluc¢a se vida retko i to kao sekundarna manifestacija u
toku bolesti. U nordijskim zemljama opisane su vece epidemije respiratorne tularemije B tipa.
U jednoj studiji je pokazano da se pneumonija u respiratornom obliku tularemije tipa B javlja
kod <50% bolesnika sa znacima i simptomima koji su uopsteno mnogo blazi nego oni kod
bolesti tipa A (44). U slucaju epidemije mahom ulceroglandularnog oblika tularemije u
Svedskoj, opisan je svega jedan slu¢aj pneumonije medu 400 registrovanih slucajeva (146)
Cak i u zemljama juzne Evrope, gde se bolest teze prepoznaje, a sa terapijom se kasnije
pocCinje, svega 1-4% bolesnika sa ulceroglandularnom ili orofaringealnom tularemijom ima
pneumoniju (52, 147).

Tifoidna tularemija je termin koji bi se trebao koristiti za oblike bolesti kod kojih se
put ulaska infekcije ne moze definisati. Pracena je visokom temperaturom, glavoboljom i
endotoksemijom, a izostaju vidljive kozne lezije i limfadenopatije. U odsustvu podatka o
kontaktu sa vektorima dijagnoza se jako te3ko uspostavlja. Cesti su $okovi, a stopa mortaliteta
je 30-60% (148).

Enteralna (gastrointestinalna) tularemija nastaje unoSenjem kontaminisane hrane ili
vode. Dobro je poznata u zemljama bivSeg Sovjetskog Saveza, dok se prakticno ne pominje u
zapadnoj literaturi.

Sekundarne kozne manifestacije se javljaju u tularemiji i Cesto se pogresno
dijagnostikuju ili predvide (38, 149). Opisuju se makulopapularni, vezikulopapularni,
urtikarijalni raS, kao i brojne imunoloski posredovane kozne promene, ukljucuju¢i nodozni
eritem, multiformni eritem i Sweet-ov sindrom (52, 137, 149, 150, 151). U epidemiji
tularemije kod dece, u Finskoj, ¢ak 52% je imalo sekundarnu koznu erupciju (151).

1.7.2. Komplikacije tularemije

Najcesca komplikacija tularemije je supuracija limfnog ¢vora. Supurativni limfni ¢vor se
oporavlja drenazom ¢ak i kada je dobijeni gnoj sterilan.

Pored pneumonije, u tularemiji se mogu pojaviti i druge komplikacije. U podru¢jima
endemskim za tip A bolesti, opisane su komplikacije opasne po Zivot, tipa: septikemija (136,
152), meningitis (153), endokarditis (154), perikarditis (148, 155), hepatitis i apses jetre (137,
156, 157), bubrezna insuficijencija (158), peritonitis i osteomijelitis (148). Septikemija (159)
I meningitis (160) su opisani i u tularemiji tipa B, ali sa mnogo povoljnijim ishodom nego u
bolesti tipa A. Meningitis se razvio posle 3 do 30 dana od pocetka bolesti kod
ulceroglandularne i tifoidne forme i manifestovao Se mononuklearnom celijskom
pleocitozom sa niskom glikorahijom i visokom proteinorahijom u cereprospinalnoj te¢nosti
(161).). Perikarditis, kao jedina manifestacija tularemije, je opisana kod jednog bolesnika sa
seroloSkom potvrdom tularemije (155). Opisuju se ¢ak i Sant infekcije kod tularemije (162).

1.7.3. Diferencijalna dijagnoza

Razli¢ite forme tularemije mogu imati nespecificnu pojavu i/ili podsecati na Sirok
spektar drugih, mnogo ¢escih bolesti.
Ulceroglandularna tularemija se mora diferencirati od:
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» Antraksa, infekcije Pasteurellom, primarnog sifilisa, miSje groznice, rikecioze,

stafilokokne ili streptokokne infekcije koZe, infekcije izazvane sa Mycobacterium marinum.
Glandularna tularemija od:

» Bubonske kuge, Cat-scratch disease, infekcije mikobakterijama, sporotrihoze,
stafilokoknog ili streptokoknog adenitisa, Sankroida, Lymphogranuloma venereum, primarnog
genitalnog herpesa, sifilisa.

Okuloglandularna tularemija od:

o Cat-scratch disease, Herpes simplex ili Herpes zoster infekcije, Adenovirusne
infekcije, Coccidiodomycosis, piogenih bakterijskih infekcija, sporotrihoze, sifilisa,
tuberkuloze.

Orofaringealna tularemija od:
» Streptokoknog faringitisa, crevnog antraksa, difterije, infektivne mononukleoze,
adenovirusne infekcije.

Pulmonalna tularemija od:

* Vanbolnicki steCene bakterijske pneumonije (Mycoplasma, Staphylococcus,
Streptococcus, Haemophilus, Klebsiella, Moraxella), Chlamydia psittaci ili Chlamydia
pneumoniae, inhalacionog antraksa, pulmonalnog oblika kuge, Q groznice, tuberkuloze,
gljivi¢ne bolesti pluca (histoplasmosis, coccidiodomycosis), virusne pneumonije (influenza,
hantavirus, RSV, CMV).

Tifoidnu tularemiju treba razlikovati od:

* Bruceloze, diseminovane mikobakterijske ili gljivine infekcije, endokarditisa,
leptospiroze, malarije, Q groznice, tifoidne groznice, meningokokcemije, septi¢nog oblika
kuge, septikemije uzrokovane drugim gram negativnim bakterijama (salmoneloze)
stafilokoknog ili streptokoknog toksi¢nog Sok sindroma, Rocky Mountain spotted fever,
erlihioze, toksoplazmoze (163).

1.8. Dijagnostika tularemije

1.8.1. Laboratorijska i mikrobioloska dijagnostika

Rutinskim analizama krvi, obicno se ne otkrivaju poremecaji koji bi bili specifi¢ni za
tularemiju. Broj leukocita i brzina sedimentacije eritrocita mogu biti normalni ili poviseni.
Povremeno se nalaze trombocitopenija, hiponatremija, poviSene serumske transaminaze i
kreatin-fosfokinaza, mioglobinurija i sterilna piurija (1,137)

Vrednosti C reaktivnog proteina (CRP) su generalno niZe nego $to bi se ocekivalo za
jednu invazivnu bakterijsku bolest. Prose¢ni pik nivoa CRP od 53 mg/I™ postignut je tokom
prve nedelje a normalizovao se nakon 3-4 nedelje. Vrednosti sedimentacije eritrocita
odgovarale su onima kakve se vidaju u raznim invazivnim bakterijskim oboljenjima.
Prose¢ne vrednosti sedimentacije eritrocita tokom prve nedelje, kretale su se od 30 do 50 mm
u prvom satu, i ostajale su visoke tokom celog prvog meseca bolesti (164).

Organizam se slabo boji po Gramu ili u tkivnim bioptatima, i ne raste u standardnim
podlogama. Medutim, moze porasti na obogacenim podlogama iz krvi, pleuralne tecnosti,
limfnih ¢vorova, rana, sputuma i zeludacnih aspirata (1,2). Neke vrste mogu zahtevati do
nedelju dana rasta da bi razvile vidljive kolonije, naro¢ito kod pacijenata kojima je plasirana
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bakteriostatska antibiotska terapija. Pozitivni direktni fluorescentni test na izolatima kultura
potvrduje identifikaciju (163).

Zbog rizika tokom laboratorijskog rada, kulture na tularemiju se ne zasejavaju rutinski,
posebno ne u severenoj Americi gde je F. tularensis tip A, endemska vrsta. U skladu sa
aktuelnim preporukama Radne grupe za civilnu biozastitu-SAD, rutinsko uzimanje uzoraka
kultura koje potencijalno mogu sadrzavati F. tularensis, mora se izvoditi na nivou bioloske
bezbednosti 2 (BSL 2 ), pri ¢emu rad s kolonijama i manipulacije koje mogu dovesti do
stvaranja aerosola zahtevaju uslove tipa BSL 3 (165).

U endemskim oblastima za tularemiju tipa B, kulture se zasejavaju mnogo ¢esce, s tim
Sto je potrebno javiti laboratoriji kakav se uzorak Salje.

U jednoj skorasnjoj studiji ulceroglandularne tularemije, izolovana je F. tularensis iz
ulcera kod 62% bolesnika (166). Da bi se postigla veca senzitivnost, kod nekih pacijenata sa
ulceroglandularnom tularemijom potrebno je invazivno uzorkovanje, buduci da je ulkus suv
ili netaknut, te ga je nemoguce ili teSko diferencirati od neinficirane ubodne papule komarca.
Za uzorke dobijene iz rane preporucuje se koriS¢enje Amies agara sa zivotinjskim ugljem
(166).

Kod tularemijske pneumonije, sputum moze biti izvor za zasejavanje kultura, $to
predstavlja iskustvo zasnovano na nekim starim sporadi¢nim slucajevima, tako da se
zasejavanje sputuma ne radi rutinski. lako se kulture iz krvi takode ne sprovode rutinski, F.
tularensis se ponekada moze izolovati iz krvi bolesnika sa febrilnos¢u nepoznatog porekla
(136, 153). Kada se posumnja na rast F. tularensis u kulturama, potrebno je obavestiti
referentnu laboratoriju o tome zbog daljeg bezbednog rukovanja i dalje indentifikacije
uzroc¢nika (4).

1.8.2. Imunodijagnostika tularemije

MikrobioloSka dijagnoza tularemije se danas, uglavnhom bazira na serologiji, zbog
visoko infektivne prirode F. tularensis, specijalnih zahteva za kultivaciju i nedostatka
standardizovanih, dobro procenjenih PCR protokola. Seroloski testovi su takode neophodni
za epidemioloske studije ljudi i1 Zivotinja 1 pracenje titrova specificnih antitela posle
vakcinacije.

Testovi za detekciju specificnih antitela na F. tularensis obuhvataju aglutinacione
testove (aglutinaciju u epruvetama, mikroaglutinaciju, hemaglutinaciju, rede brzi test),
imunoenzimski (ELISA), indirektni imunofluorescentni test (I1IF). Ovo povecanje titra
antitela se obi¢no desava izmedu 2- 4 nedelje nakon pocetka bolesti. Smatra se da je glavni
target za humoralni imuni odgovor, LPS , koji je glavni faktor virulencije (109).

Decenijama je aglutinacioni test od cele ¢elije (Widalova reakcija) najSire koriS¢en test.
Modifikacije kao Sto su uvodenje mikroaglutinacionog testa rezultovale su superiornijim
rezultatima (167).
aglutinacije u epruvetama) i specifican, a relativno jednostavan, brz jeftin i
reproducibilan. Zasniva se na reakciji aglutinacije, tj. medusobnog slepljivanja
bakterijskih Cestica do koga dolazi usled vezivanja antitela za antigenske epitope na
razli¢itim bakterijskim ¢elijama. Jedan aglutinacioni titar > 160 ili mikroaglutinacioni titar
> 128 potvrduje klini¢ki postavljenu sumnju na tularemiju, ali moze biti i rezultat prethodne
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infekcije (1-5), te se smatra se verovatno pozitivnim. Cetvorostruki ili veéi porast titra
aglutiniSu¢ih antitela izmedu akutnog i1 konvalescentnog seruma je obi¢no potreban za
definitivnu dijagnosti¢ku potvrdu bolesti, obzirom da titrovi antitela mogu ostati poviseni
godinama i jedan povisSen titar ne moze biti dovoljan (168). Znacajan titar antitela pojavljuje
se krajem druge nedelje bolesti, dostize pik 4. do 5. nedelje i uprkos opadajucoj tendenciji
specifi¢na antitela se mogu detektovati i posle 10 godina (111, 169). Mikroaglutinacioni test
(MAT) je kod oko 86 % pacijenata pozitivan ve¢ u toku druge nedelje. Zato se koristi za ranu
i specificnu dijagnozu tularemije (167, 170). Unakrsne reakcije se jedino mogu videti u
serumu bolesnika sa brucelozom i jersiniozom (171). Lazno negativni rezultati se mogu
oc¢ekivati ako se serumi testiraju u ranoj fazi infekcije; u prve tri nedelje bolesti, MAT je
negativan u 30% slucajeva (2).

Aktuelno, aglutinacioni testovi se naSiroko upotrebljavaju (172, 173) i jedini su
komercijalno dostupni i priznati dijagnosticki testovi u mnogim zemljama.

Tokom poslednjih decenija, aglutinacione tehnike su zamenjene imunoenzimskim-
ELISA testom (174).

Imunoenzimski-(ELISA) test se danas ¢esto koristi za ranu i specifi¢nu dijagnostiku
tularemije. Dokazano je da je ELISA senzitivnija od aglutinacionih testova (174, 175). Njena
prednost je u tome §to moze odvojeno odrediti razlicite klase antitela IgM, 1gG and IgA.
Test je visoko osetljiv i specifican, a njime se mogu detektovati pojedinac¢ne klase
specificnih antitela, Sto predstavlja preimuéstvo, ali u tularemiji moZze imati limitiranu
vrednost. Antitela klase IgM, 1gG i IgA se paralelno pojavljuju tokom bolesti i opadaju
podjednako sporo (120, 175). Stoga, prisustvo antitela na F. tularensis, klase IgM, ne
predstavlja pouzdani indikator aktuelne infekcije (4). Moguénost prac¢enja odnosa titra IgM
i IgG antitela ¢ini ELISA test metodom izbora za dijagnostiku tularemije u endemskim
podru¢jima, obzirom na visoku ucestalost tularemije i dugotrajnu perzistenciju
specifi¢nih antitela u serumu.

Nekoliko razli¢itih preparata antigena je koriS¢eno za postizanje imunog odgovora
nakon prirodne infekcije ili vakcinacije, kao Sto su bakterijski sonikat (120, 164, 174),
procisceni lipopolisaharid (LPS) (174, 177), proc¢i$éeni spoljasnji membranski antigeni (178),
drugi ekstrakti ili cele bakterijske ¢elije vrsta F. tularensis holarctica LVS and F. tularensis
tularensis SCHU4 (179). Ovi antigeni su kori$¢eni u aglutinacionim testovima, ELISA-ma i
za Western blot (179, 180). Iako razliciti autori tvrde da neki od ovih preparata, npr. etar
ekstrakti (179) mogu biti superiorniji u odnosu na spoljasnje membranske antigene ili LPS,
prakticno su svi testovi sposobni da otkriju specificna antitela 5-10 dana od pocetka
simptoma (120, 180) ili postvakcinalno.

U cilju povecanja osetljivosti, uradene su i razne modifikacije ELISA testa. Tako
se koris¢enjem indirektne, tzv. sendvi¢ ELISE, uz koris¢enje monoklonskih antitela na
LPS F. tularensis, moze postic¢i detekcioni limit od 3pg F. tularensis u uzorku (181).

U dijagnostici tularemije se moze koristiti i tzv. komplement-fiksirajuc¢a, CF-ELISA.
Za pripremu i izvodenje ovog testa neophodni su: antigen, ispitivani serum, komplement
i konjugat (enzimski obelezen anti-humani C3c). Medutim, osetljivost i specifi¢nost CF-
ELISA ne razlikuju se znacajno od klasi¢nog ELISA testa (120).
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ELISA (usmerena na LPS) kombinovana sa Western-blotom (usmeren na antigen
ekstrahovan iz iz celih mrtvih ¢elija) pokazala je veoma dobru senzitivnost i specifi¢nost
za dijagnozu infekcije (182).

Test indirektne imunofluorescencije (IIF) je visoko specifican i koristi se za
detekciju i lokalizaciju specifi¢nih antitela, ali i antigena kako u serumu obolelih, tako i u
drugim klini¢kim uzorcima. U osnovi ovog testa je fenomen fluorescencije, tj. pojava da neke
supstance, nakon apsorpcije svetlosti jedne talasne duzine, emituju svetlost druge, tj. vise
talasne duzine. Specifi¢niji je od mikroaglutinacionog testa, ali ako se koriste poliklonska
antitela, moguca je ukrStena reaktivnost sa predstavnicima Legionella spp. Ako se
monoklonska antitela napravljena na LPS obeleZze fluoresceinom i koriste za direktnu
detekciju prisustva Dbakterija u klinickim uzorcima, senzitivnost 1 specifi¢nost
imunofluorescentnih testova se povecava (183).

Druge tehnike

Medu alternativnim tehnikama za brzu detekciju F. tularensis je brzi
imunohromatografski test (ICT) koji ima limit detekcije od 10° - 10" bakterija/ml u
humanom serumu (184). Ovaj test se moZe koristiti za dijagnozu tularemije u hitnim stanjima
zboj jednostavnog i1 brzog izvodenja. Nedostatak je relativno niska senzitivnost, pa negativni
rezultati ne mogu da iskljuCe tularemiju. Zbog toga svaki sumnjivi slucaj treba testirati
senzitivnijim laboratorijskim metodama kao Sto su visoko senzitivna CELISA i PCR (184).
ICT je brz, visoko senzitivan i specifi¢an test za detekciju antitela na LPS F. tularensis iz
seruma ljudi (obolelih i vakcinisanih) kao i Zivotinja (svinja, zeCeva, miSeva). Ovaj brzi test
pre svega detektuje 1gG antitela koja se javljaju rano tokom humane tularemije.

Na humanim serumima ICT je imao senzitivnost 98,3% 1 specifi¢nost 96,5%. Na
zivotinjskim serumima, ukupna senzitivnost je bila 100% a specificnost 100% . ICT moze
biti koristan za pracenje uspeSne vakcinacije sa subjunit vakcinama ili Zivim vakcinalnim
sojevima koji sadrze lipopolisaharid (npr. LVS) kao i za detekciju seropozitivnih jedinki ili
Zivotinja u situacijama epidemije ili u kontekstu epidemioloskog programa pracenja u
endemi¢nim  podruc¢jima. Prema Splettstoesseru ne-komercijalna in-house
imunohromatografija (ICT) je dokazano da je pouzdani test za presumptivnu dijagnozu
tularemije ali dalja evaluacija sa humanim serumom je vazna za tu potvrdu (185).

Koriste¢i razlic¢ite ELISA procedure i brze imunohromatografske testove, bilo je
moguce detektovati antigen ne samo u serumu, urinu i organima kao Sto su slezina, jetra,
pluca inficiranih Zivotinja, ve¢ i u okolnim uzorcima kao Sto su voda i mulj (53, 184).
Detekcija bakterijskog antigena u urinu inficiranih miseva imunoloskim testovima, nije naisla
na neku Siru primenu (186).

Imunoblot (Western blot) analize na suspektnu bakteriju koriste specifi¢na
poliklonska ili monoklonska antitela za F. tularensis i mogu se Kkoristiti za potvrdu
identifikacije ornanizma. (182, 183, 184).

Metod imunoblota se za sada prevashodno koristi u istrazivacke svrhe, za ispitivanje
znacaja pojedinih antigenskih frakcija u imunskom odgovoru, a mogao bi da se koristi i
kao potvrdni test u dijagnostici tularemije (187).

U novije vreme dobijena su i monoklonska antitela koja prepoznaju povrsne antigene
specificne za F. tularensis, divlji tip (Schu4) i LVS, i reaguju i sa jednim i drugim u ELISA i
aglutinacionom testu. Takode mogu reagovati sa LVS mikroorganizmima u tkivima
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inficiranog miSa, Sto se moze detektovati indirektnim imunofluorescentnim testom. Western
blot analiza je pokazala da monoklonska antitela reaguju i sa LPS antigenima F. tularensis.
Ova monoklonska antitela trebalo bi da dalje usavrse metode za detekciju i identifikaciju F.
tularensis (188, 189). Fluorofor-konjugovana poliklonska ili monoklonska antitela u
kombinaciji sa fluorescentnim mikroskopom mogu biti koriS¢ena u presumptivnoj
identifikaciji F. tularensis u primarnim uzorcima. (190).

1.8.3. Molekularne metode

U svetu se danas daje prednost savremenim metodama molekularne biologije, poput PCR
i RNK hibridizacije (191, 192).

Polimeraza chain reakcija (PCR) je primenjena uspesno u brzoj dijagnozi tularemije
iz humanih uzoraka (168). Osim $to omogucuje postavljanje dijagnoze u ranoj fazi bolesti,
pre pojave antitela, a takode omogucava detekciju F. tularensis u razli¢itom bioloSkom
materijalu, PCR je koristan i za pracenje efikasnosti antibiotske terapije (193), kao i u
epidemioloskim istrazivanjima jer omogucava jednovremenu analizu vise uzoraka. Up to date
PCR testovi su najkorisniji za dijagnozu tularemije kod pacijenata nakon nekoliko nedelja
bolesti i onih kojima je prethodno data antibiotska terapija. Real-time PCR je razvijen da bi
razlikovao infekcije izazvane F. tularensis tularensis tip Al i A2 (194).

Nedostaci PCR su lazno-pozitivni i lazno-negativni rezultati, visoka cena testa i
nemogucnost izvodenja testa antimikrobne osetljivosti na identifikovanom organizmu.
Lazno-pozitivni rezultati se mogu javiti zbog laboratorijske kontaminacije. Ovo naglaSava
znacaj efikasne obuke 1 kontrolu kvaliteta procedura u PCR dijagnosti¢kim laboratorijama.
Specifi¢nost PCR za klinicke uzorke trebalo bi da bude visoka, sa retkim lazno pozitivnim
rezultatima kod pacijenata kod kojih se ne sumnja da imaju klinicki tularemiju (195, 196).
Lazno negativni rezultati se mogu javiti u prisustvu inhibitora u klinickom uzorku, kao §to je
hem u celom uzorku krvi (22) Konacan ishod PCR-a je da tehnika nije standardizovana
izmedu laboratorija (197).

Do sada je konvencionalni PCR uspeSno primenjen na uzorcima rana pacijenata
ostalim humanim uzorcima su obecavaju¢i, pogotovu kada se tularemija razvija bez
formiranja antitela (166).

PCR je od dijagnosti¢kog znacaja u suspektnoj ulceroglandularnoj tularemiji dajuci
brzu i tatnu dijagnozu, pri ¢emu su njegova specificnost 96%, senzitivnost 78,3% a pozitivna
prediktivna vrednost 99%. Narocito, uzorci iz inkrustriranih lezija starosti do 4 nedelje, kod
pacijenata sa tularemijom, bili su PCR pozitivni u visokom stepenu kada su uzeti propisno
(196).

Detekcija DNK, tj. dela koji kodira zasSticen lipoprotein F. tularensis od 17 - kD,
omogucava postavljanje specifi¢ne dijagnoze (192, 198). U jedine dve vece studije, obe sa po
40 1ispitanika sa ulceroglandularnim oblikom tularemije, koriS¢enjem uzoraka rane,
detektovana je DNK F. tularensis kod 73%, odnosno 75% obolelih (166, 195). U prvoj
studiji, koriste¢i multipleksni PCR koji cilja na 16sRNA i tul4 gen za analizu briseva rana,
DNK F. tularensis je dokazan kod 29 od 40 (73%) seroloski potvrdenih slucajeva tularemije
(195). U poslednjoj studiji, studiji, PCR (tul4) je direktno kompariran sa kulturom tokom
izbijanja ulceroglandularne tularemije u Svedskoj. Mada je PCR dokazano da je mnogo
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senzitivniji nego kultura (75% prema 62% kod 40 pacijenata), 25% infekcija uzrokovanih F.
tularensis bi bilo propusteno da se koristio samo molekularni metod u potvrdi klinicke
dijagnoze Kod 4 od 8 bolesnika sa klini¢ki postavljenom sumnjom na tularemiju i negativnim
kulturama i serologijom, detektovana je DNK bakterije. Kao i u slu¢aju kultura, sekret iz rana
nije uvek dostupan, Sto predstavlja ogranicavajuéi faktor za metodu PCR. lzgleda da se
razgradnja DNK tokom transportovanja uzorka ne dogada (166).

Prve studije u podru¢ju Balkana sa genskom indentifikacijom uzro¢nika, radene su u
Bugarskoj u periodu od 1997 do 2005. gde je utvrdeno postojanje novog genotipa F. tularensis
kao uzro¢nika bolesti kod ljudi. Poreklo 10 sojeva iz opisane epidemije ostaje kontroverzno, ali
se oni jasno razlikuju od izolata iz drugih delova sveta (30). Po prvi put je uspeSno aplikovana
PCR tehnika na konjuktivalnom brisu u ispitivanju okuloglandularne tularemije u Bugarskoj
(199).

Medutim, iako se ELISA i PCR koriste za detekciju bakterije u klinickim uzorcima,
ove metode nisu adekvatno ocenjene za dijagnozu tularemi¢ne pneumonije (22).

Osim koris¢enja PCR protokola u klinickim uzorcima, oni Su uspesno primenjeni u
detekciji F. tularensis u krpeljima ili uzorcima iz okruzenja kao Sto su leSevi leminga ili
voda iz bunara. (53, 197).

Detekcioni limit TUL4-specificinog PCR iznosi 10° bakterija/ml perifernog seruma i
10° do 10* bakterija/ml seruma. Mada je pokazano da je PCR (tul4), superioran u odnosu na
imunoloske analize koje se ticu direktne detekcije F. tularensis u serumima ili tkivima iz
prirodno inficiranih ze¢eva (184), PCR studije u humanoj tularemiji su ogranicene.

Ispitivani su i brzi testovi kao Sto su proteomske i imunoloske metode za detekciju
potencijalnih multipnih, istovremenih bioteoristi¢kih patogena (168, 200). Medutim, u
sadasnjosti, brza molekularna dijagnoza tularemije ostaje istrazivatka metoda koja nije
dostupna mnogim laboratorijama. U slu¢aju suspektnog bioteroristickog dogadaja sa F.
tularensis, trebalo bi obavestiti odgovarajue vlasti za pomo¢ u slanju uzoraka
specijalizovanoj Nacionalnoj laboratoriji za javno zdravlje, kako bi se direktno dokazao
organizam ili primenili drugi brzi dijagnosticki testovi (201).

Komentar eksperata:

Optimalni dijagnosticki pristup u tularemiji kombinuje tri metodologije: kulturu, PCR
i serolosko testiranje. Svaki od testova ima posebnu i jedinstvenu upotrebnu vrednost:
kultura omogucava antimikrobni test osetljivosti, PCR je koristan jer se F. tularensis tesko
kultiviSe, narocito kod pacijenata koji su primali antibiotsku terapiju, 1 seroloski test je
koristan u situacijama prolongirane infekcije kada su i kultura i PCR negativni. Izgleda da je
PCR obecavaju¢a tehnika za dijagnozu tularemije, naroCito ulceroglandularne forme.
Medutim, vece klinicke studije su neophodne da bi se odredile karakteristike PCR-a,
narocito kod raznovrsnih klinickih uzoraka kao §to su krv, aspirati limfnih nodusa ili sputum
(134). Dok direktna antigen detekcija ELISA-om ili imunofluorescentnim testom moze
omoguciti ranu presumptivnu dijagnozu tularemije, PCR tehnike jo§ uvek cekaju dalju
evaluaciju.

1.8.4. Patohistoloska dijagnostika i imunohistohemija

Dijagnosticki uzorci obolelih od tularemije obuhvataju uvecane, nekroti¢ne limfne
¢vorove 1 briseve ili biopsijske uzorke sa potencijalnih ulaznih vrata (konjuktiva, gusa). Ovi
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uzorci mogu biti zasejani, kultivisani ili analizirani histopatoloski. U svim formama
tularemije, primarni dreniraju¢i limfni ¢vorovi pokazuju limfadenitis u vidu geografskih
polja nekroze okruzena palisadnim, neutrofilnim i granulomatoznim inflamatornim
infiltratom (202). Diferencijalno dijagnosti¢ki, dolaze u obzir tuberkuloza, BSG-
lymphadenitis, bolest macjeg ogreba (CSD), lymphogranuloma venerum, yersinia
lymphadenitis, toksoplazmoza, bruceloza, koji ve¢inom imaju centralni absces i nekrozu u
granulomu za razliku od neinfektivnih granulomatoznih limfadenitisa kao kao Sto je
sarkoidoza, Hockinov i ne-Hockinov limfom, koji retko imaju absces i nekrozu u centru
granuloma (203). U slucaju tuberkuloze organizmi u nekroti¢noj regiji se histoloski
detektuju Ziehl-Nielsen bojenjem. U ¢ak 12 do 36% slucaja granulomi nemaju specifi¢énu
etiologiju, pa bi sa novim molekularnim metodama ovaj procenat mogao znacajno da se
smanji (204).

Mikroorganizmi se teSko dokazuju specijalnim bojenjima, medutim imunohistohemija
I direktni fluorescentni test su uspeSno primenjeni na formalin-fiksiranom tkivu za
dokazivanje bakterije. Imunohistohemijsko bojenje humanih histoloskih uzoraka i njegov
znacaj u odsustvu kulture ili drugih uzoraka pogodnih za PCR otkrio je Guarner (205).

Imunohistohemija, imunoelektronska mikroskopija 1 imunofluorescentna specifi¢na
antitela su takode pouzdane tehnike sa detekciju patogena u ispljuvku, eksudatu, kao i u
formalin-fiksiranom, parafinskom tkivu (206).

Imunohistohemijska identifikacija F. tularensis u formalin-fiksiranom tkivu je
potvrdena u eksperimentalnoj studiji Zejdnera kao pouzdana metoda za postavljanje brze
etioloSke dijagnoze tularemije. Ova metoda se predlaze za brzu etioloSku dijagnozu i na
humanom materijalu, u uslovima kada sveza tkiva nisu dostupna za izolaciju i identifikaciju
uzroc¢nika (206).

Imunohistohemijske studije, fluorescentna antigen testiranja i imunoelektronska
mikroskopija se koriste za dijagnozu F. tularensis, ali nijedna od ovih metoda nije u Sirokoj
upotrebi i dostupna u svakodnevnoj praksi.

1.9. Terapija

Antimikrobna terapija bi trebalo da se primeni kod svih pacijenata kod kojih je
dijagnoza tularemije suspektna ili potvrdena, mada se u nekim slucajevima moze desiti i
spontana rezolucija u odsustvu specifi¢ne terapije (137). Rana efikasna terapija je povezana
sa manjim morbiditetom. Mortalitet od tularemije je smanjen od ¢ak 60% kod ozbiljno
bolesnih pacijenata sa pneumonic¢nom ili tifoidnom formom (pre uvodenja streptomicina) do
manje od 5% ukupno ( u eri antibiotika) (165, 207).

Antimikrobi sa dobro ustanovljenom klini¢kom efikasno$¢u ukljuc¢uju aminoglikozide
streptomicin i gentamicin, tetracikline, hloramfenikol i fluorohinolone. Beta-laktami,
makrolidi, linkozamidi i trimoksazol nisu pogodni za lecenje tularemije. Beta-laktami su
povezani sa klinickim neuspehom, uprkos povoljnoj osetljivosti in vitro (208). Mada je
saopsStena uspesSna primena eritromicina, on se ne smatra pouzdanom terapijom i rezistentni
sojevi su prevalentni u delovima Evrope i Rusiji (168, 207).

Od uvodena streptomicina, aminoglikozidi su postali lekovi prve linije u terapiji teskih
slu¢ajeva tularemije (209, 210). Aminoglikozidi imaju baktericidno dejstvo i stopa relapsa je
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niska. Ovi agensi pokazuju Zeljene minimalne inhibitorne koncentracije (MICs) kada se
testiraju koriste¢i standardizovane in vitro metode protiv F. tularensis (211). Medutim nije
bilo prospektivnih kontrolisanih klinic¢kih trajala koji bi komparirali efikasnost razliSitih
rezima lekova ili definisali optimalnu duzinu terapije kod tularemije. Glavni nedostatak ove
terapije je njihova toksi¢nost i nuznost za parenteralnim davanjem.

Prema preporukama Radne grupe za civilnu biozastitu lek izbora za terapiju tularemije
je streptomicin ili gentamicin, a alternativni lek doksiciklin, ciprofloksacin ili hloramfenikol i
za odrasle i za decu (Tabela 1) (165).

Tabela 1. Terapija tularemije prema preporukama Radne grupe za civilnu biozastitu

Kategorije pacijenta Streptomicin lg im, 2xdnevno, 10dana ili
Odrasli (lek izbora) Gentamicin 5mg/kg iv, 1 x dnevno, 10 dana

Doksiciklin 100mg iv, 2 x dnevno, 14-21dana
Odrasli(alternativa) Hloramfenikol 115mg/kg iv, 4 x dnevno, 14-21dana
Ciprofloksacin 400 mg iv, 2 x dnevno, 10 dana

Streptomicin 15 mg/kg im, 2 x dnevno, 10 dana
Deca (lek izbora) (max 2g dnevno)
Gentamicin 2, 5 mg/kg im ili iv 3 x dnevno, 10 dana

Doksiciklin 2, 2 mg/kg iv, 2 x dnevno, 14-21 dana,
Ciprofloksacin 15 mg/kg iv, 2 x dnevno, 10 dana
Deca (alternativa) (max 1g dnevno)

Hloramfenikol 15 mg/kg iv, 4 x dnevno, 14-21 dana
(max. 4 g dnevno)

UopSteno, pristup terapije se zasniva na zapazanjima prateéi frekvencu izleCenja i
relapsa koriste¢i razli¢ite antimikrobne agense (212). Streptomicin ostaje lek izbora za sve
forme tularemije osim meningitisa zbog njegove visoke stope izleCenja i minimalnih relapsa.
Gentamicin je prihvatljiva alternativa, moze se davati intravenski i ¢eS¢e je dostupan (24).
Takode, doziranje gentamicina jednom dnevno je primenjeno uspe$no i moze biti opcija za
vanbolnicko lecenje (213). Generalno, trajanje terapije aminoglikozidima je 7 do 10 dana, ali
bi trebalo biti prilagodeno klinickim simptomima i znacima ukljucujuéi rezoluciju
temperature i moze se proSiriti na 14 dana u ozbiljnim slucajevima za pacijente Ciji je
odgovor na terapiju odlozen. Neki preporucuju kombinaciju jednog aminoglikozida i
fluorohinolona, za terapiju ozbiljne bolesti sem meningitisa, mada ovo nije dokazano da je
superiornije od samog aminoglikozida (214).

Oralni agensi se mogu Koristiti za terapiju pacijenata sa blagom ili srednje teSkom
bolesc¢u. Lekovi izbora su ciprofloksacin ili doksiciklin. U blazim pedijatrijskim slu¢ajevima
tularemije, teSko je izabrati odgovaraju¢i efikasni antibiotik za peroralno davanje. Zbog
nezeljenih efekata tertraciklina, decu mladju od 8 godina bolje je hospitalizovati da bi
parenteralno primali aminoglikozide.
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Tetraciklini imaju bakteriostatsko dejstvo i udruZeni su sa relativnom visokom stopom
relapsa od 12% (stopa izlecenja 88%) (212). Doksciklin predstavlja najpropisivaniji lek za
vecinu slucajeva B tularemije. Kako bi se umanjio rizik od relapsa, a leCenje bakteriostatskim
lekovima treba produziti kako bi se pokrile dve ili ¢ak tri nedelje od pocetka bolesti. Pre tog
perioda, imunski odogovor posredovan c¢elijama joS nije razvijen u dovoljnoj meri, te se
infekcija ne moze uspesno lokalizovati imunitetom domacina (105, 106)

Hinoloni predstavljaju noviju opciju za leCenje tularemije. Ovi antibiotici imaju
prednost u odnosu na ostale zato Sto deluju intracelularno (unutar makrofaga i
polimorfonukleara), baktericidno i mogu se primenjivati oralno. DosadaSnja iskustva su
pokazala da se fluorohinoloni mogu uspesno primenjivati u leCenju svih klinickih formi
tularemije (215, 216). U in vitro testovima, hinoloni su se pokazali efikasnim u leCenju
infekcije izazvane F. tularensis. Minimalne inhibitorne koncetracije (MIC) se krecu u opsegu
0,01-0,1mg/ L™, sto je dvostruko manje doze koje se postizu u tkivima pri uobiajenom
doziranju. Zapravo, odnos izmedju MIC i koncetracije leka postignute u tivima su mnogo
povoljnije kod hinolona nego drugih lekova (215, 216, 217,218). Fluorohinoloni su koris¢eni
uspesno za leCenje infekcija F. tularensis podvrsta holarctica, ukljucujuci
imunokompromitovane pacijente, mada je visoka stopa relapsa nadena u jednoj maloj
Spanskoj studiji (138, 219, 220). Objavljenih klini¢kih iskustava sa upotrebom fluorohinolona
za infekcije F. tularensis subspecies tularensis, je manje ali je podvrsta tularensis osetljiva na
ove agense u vitro (211). Medu 14 slucajeva tularemije Misuriju, stopa izleCenja
ciprofloksacinom bila je 86% (34). Neki preporucuju fluorohinolone pre tetraciklina za
oralnu terapiju tularemije zbog nize verovatnoce relapsa (138, 214).

Ciprofloksacin 7.5 mg/kg do 10 mg/kg dva puta dnevno je pokazano da je efikasan u
terapiji ulceroglandularne tularemije kod 12-oro dece uzrasta 1do 10 godina (215) i njegova
uspesna primena je prikazana u ranijim slu¢ajevima (151).

Izvestaji o ciprofloksacinu kao terapiji prve linije kod oko 80 bolesnika sa razli¢itim
formama tularemije tipa B, pokazale su visoku efikasnost ovog leka (215, 219, 221, 222).
Stavise, levofloksacin je sa uspehom davan dvojici imunodeficitarnih bolesnika sa teSkim
oblikom B tularemije. U nekim slucajevima objavljen je slab ucinak ciprofloksacina (220).
Kao objasnjenje navodio se dug interval od pocetka bolesti do ukljucenja terapije, $to se
danas navodi kao faktor udruzen sa slabim ishodom bolesti, nezavisno od toga koji je lek
uspesan u leCenju ozbiljne forme tularemije tipa B kod dva komprovitovana bolesnika (223).

Danas postoji porast u koriS¢enju hinolona u raznim pedijatriskim bolestima. U
ogledima na Zivotinjskim modelima pokazalo se da je rizik za nastajanje artropatije kod dece
mali, takore¢i zanemarljiv (224, 225). Sveukupno gledajuci, izgleda da hinoloni predstavljaju
obecavajucu opciju u tretmanu tularemije, nezavisno od starosti bolesnika i podvrste F.
tularensis (4).

Tularemi¢ni meningitis bi trebalo tretirati jednim aminoglikozidom kombinovano sa
hloramfenikolom ili doksiciklinom, poSto nivoi aminoglikozida u cerebrospinalnoj te¢nosti
mogu varirati. Streptomicin sa hloramfenikolom je kombinacija koja je za sada najuspe¢nija
(226). Streptomicin sa doksiciklinom ili gentamicin sa doksiciklinom su takode uspes$ne
kombinacje za meningitis (226). Uopsteno, trajanje terapije za tularemi¢ni meningitis je 14-
21 dan, prilagodeno klini¢ckim simptomima i znacima, ukljuc¢uju¢i rezoluciju temperature.
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Hloramfenikol ne bi trebalo koristiti u terapiji drugih formi tularemije zbog dostupnih
bezbednijih alternativa sa ve¢om efikasnoscu.

Relapsi se mogu javiti nakon svake terapije ali su najce$¢i kada se tetraciklimi
(bakteriostatski antibiotici) koriste kra¢e od 14 dana. Ako se relaps desi nakon doksiciklina,
on se moze dati ponovo ali na duzi period (21 dan); kao alternativa moze se primeniti
aminoglikozid. Ovaj pristup ne mora biti efikasan za bioteroristicke sojeve, obzirom da ovi
organizmi mogu biti modifikovani za rezistenciju na uobicajeno koriS¢ene agense.

HirurSka terapija tularemije je potrebna za drenazu supurativnih limfnih nodusa i-ili
drenazu empijema (201).

U slucaju adekvatnog 1 pravovremenog tretmana tularemija se le¢i relativno
jednostavno i brzo, a posle izleCenja ostaje dugotrajna imunost. Ipak, ponekad, usled
kasnjenja u postavljanju dijagnoze, tezine i komplikacija bolesti, tularemija i pored
tretmana moze imati fatalan ishod (<1%). Medutim, ukoliko antibiotski tretman izostane,
stopa mortaliteta moze dose¢i 8%, a u slucaju tezih formi bolesti (pulmonalna i
tifoidna) dostize cak do 30%.

1.10. F. tularensis kao bioloski agens

Prema kategorizaciji bioloskih agenasa od strane Centra za kontrolu i prevenciju
bolesti (CDC), tularemija spada u kategoriju A bioloSkih agenasa zajedno sa antraksom,
velikim boginjama, kugom, virusnim hemoragi¢nim groznicama, toksinom botulinom i
pandemijskom influencom.

Radna grupa za bioloSku zastitu gradjana od bioteroristickih agenasa u Americi, smatra
F. tularensis opasnim potencijalnim bioloSko-borbenim sredstvom jer je ekstremno
infektivna, lako se diseminuje i lako dovodi do bolesti ili smrti.

Za eventualan bioteroristicki napad bi mogao biti upotrebljen soj francisele u vidu
aerosola, koji je otporan na konvencionalnu antibioterapiju, a putevi infekcije ciljne
populacije bi bili: pluca, rane na kozi ili ingestija.

Godine 1969. Svetska Zdravstvena Organizacija je razvila model za predvidanje ishoda
bioteroristickih napada. IzraCunato je da bi aerosolizacijom 50 kg bakterije F. tularensis u
metropoli sa populacijom od 5 miliona ljudi, rezultovalo onesposobljavanjem 250.000
individua i nekih 19.000 smrtnih slucajeva. Ocekivalo bi se da bolest perzistira nekoliko
nedelja a relapsi bolesti bi se javljali slede¢ih nedelja ili meseci.

Ovaj model je takode iskoriS¢en od strane CDC-a za procenu troSkova bioteroristickog
napada F. tularensis i zakljuéeno je da bi ekstremna infektivnost patogena dovela do veoma
visokih troSkova; 5,4 biliona na 100,000 zahvacenih individua. Visoka cena i Visok
morbiditet opravdavaju ukljucivanje F. tularensis na listu agenasa sa najviSim prioritetom
(3).

Medu svim bioloSkim agensima samo je 6 vakcina ili antiseruma koje su za sada
licencirane u SAD (protiv antraksa, velikih boginja, botulizma, kuge, Zute groznice i
tuberkuloze) (227).
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1.11. Prevencija

Laboratorijski radnici i druge odrasle osobe, koji imaju suspektno ili dokazano visoko
rizi¢no izlaganje tularemiji trebalo bi da piju ciprofloksacin 50mg ili doksiciklin 100 mg dva
puta dnevno 14 dana. Decu bi trebalo opservirati u smislu temperature i drugih simptoma i
znakova bolesti bez profilakticke primene antibiotika.

Svim osobama identifikovanim u inkubacionom periodu, nakon ekspozicije F.
tularensis kao bioloskom oruzju trebalo bi dati oralno ciproflokacin ili doksiciklin 14 dana,
Doza ciprofloksacina za decu je 10 do 15mg/kg dva puta dnevno (ne viSe od 1.5g dnevno).
Doza doksiciklina za decu je 2-4 mg/kg u jednoj ili dve doze dnevno (maksimum 100mg dva
puta dnevno). Doksiciklin kod dece mlade od 8 godina bi trebalo dati samo u slu¢aju kada je
korist od terapije veca od rizika.

Do sada nije dostupna tularemic¢na vakcina. Ranije kori§¢ena vakcina pripremljena od
LVS F. tularensis holarctica nije viSe dostupna zbog nepoznatih mehanizama slabljenja,
stabilnosti i produkcije. Aktivno se radi na istrazivaju nove subjedini¢ne vakcine, nove zive
vakcine sa definisanom atenuacijom i savrSenije LVS vakcine (201).

1.11.1. Vakcine

Vakcinacijom zivim oslabljenim sojem F. tularensis (LVS) moguce je stvoriti
imunospoecificnu zastitu. LVS vakcina obezbeduje zadovoljavaju¢i imunitet na respiratorni
oblik tularemije i ublaZava tok ulceroglandularnog oblika bolesti (121). Osobe vakcinisane
LVS vakcinom, poseduju T-¢elijski odgovor na F. tularensis, koji mozZe trajati bar deset
godina (112). Zbog tesko¢a u standardizovanju Zivih vakcina, LVS vakcina nije vise
dozvoljena u zapadnim zemljama, tako da trenutno nema dostupnih efikasnih vakcina (165).

Sanse za razvijanje jedne subcelularne, dobro definisane vakcine protiv tularemije, jo$
nisu izvesne. Zbog veli¢ine ukljucenih bakterijskih proteina koje reaguju sa T ¢elijama kao i
odnosa T-¢elijskih epitopa sa glavnim histokompatibilnim kompleksom haplotipa potrebno je
napraviti kompleksan koktel bakterijskih polipeptida koji ¢e izazvati reakciju adekvatnih T-
limfocita. Ovo samo po sebi nije dovoljno, S§to ilustruje Cinjenica da je vakcina sa
umrtvljenim neprepadenim preparatom F. tularensis podbacila, ¢ak i u prisusutvu snaznog
adjuvansa (228). Potrebno je shvatiti preduslove za indukcije efikasnog T-cCelijskog odgovora
in vivo, ukljucujuci i mere za postizanje adekvatne proizvodnje citokina (229, 230).

Vakcinacija ljudi zivim oslabljenim sojem F. tularensis (LVS) dovodi do indukcije
humoralne i celularne imunosti (sinteza IgM, IgG i IgA antitela, kao i aktivacija T
limfocita) i efikasne zaStite domacina (97, 108, 231, 232). Osobe vakcinisane LVS
vakcinom, poseduju T-¢elijski odgovor na F. tularensis koji moZe trajati bar deset godina.
LVS vakcina obezbeduje zadovoljavaju¢i imunitet U spreCavanju respiratorne forme
tularemije i ublazava tok ulceroglandularnog oblika bolesti (4). Zbog teSkota u
standardizovanju Zivih vakcina, LVS vakcina nije viSe dozvoljena u zapadnim zemljama tako
da trenutno nema dostupnih efikasnih vakcina (165)
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

2.1. Nau¢no-radna hipoteza

Polaze¢i od stava da se kod klinicke sumnje na tularemiju definitivna dijagnoza
potvrduje laboratorijskim metodama kao Sto su: seroloSke, metode za dokazivanje antigena i
genoma F.tularensis, postavljene su sledece radne hipoteze:

1. Istovremenom komparativhom primenom viSe imunodijagnostic¢kih testova kao Sto su
seroloski testovi: Serion ELISA IgG/IgM, Serazym ELISA i ELISA in house;
imunohromatografski test (ICT); potvrdni test (Western-blot); imunohistohemijska
metoda indirektne imunoperoksidaze (IIP), kao i koris¢enjem molekularnih metoda
(PCR) povecace se procenat mikrobioloske i patohistoloske potvrde tularemije posebno
kod seroloski nejasnih i nedijagnostikovanih slucajeva. Na ovaj naCin se omogucava
postavljanje i retrogradne dijagnoze tularemije.

2. Testiranjem seruma obolelih od tularemije na prisustvo antitela IgM i IgG klase F.
tularensis, primenom ELISA metode, u periodu pra¢enja od 1 do 11 god od pocetka
bolesti, omogucava se odredivanje aktuelnog seroloskog statusa bolesnika tj. prisustva
specificnih antitela IgG i IgM klase i procenjuje u odnosu na aktuelnu Klini¢ku sliku i
prethodno prelezanu bolest.

3. Pravovremeno postavljena dijagnoza i adekvatno sprovedena terapija u veéini sluc¢ajeva
sprecava pojavu komplikacija (apscediraju¢i 1 recidiviraju¢i limfadenitis) kod
bolesnika. Pojava recidivirajueg limfadenitisa posle vise godina je posledica
specificnog imunskog odgovora domacina na infekciju, a ne neadekvatno sprovedenog
lecenja.

2.2. Ciljevi istrazivanja

Na osnovu formulisanih hipoteza odredeni su sledeci ciljevi istrazivanja:

1. Utvrdivanje korelacije izmedu rezultata ispitivanja imunodijagnostickim, histoloskim
imunohistohemijskim i molekularnim metodama, kao i odredivanje znacaja navedenih
testova u dijagnostici i proveri uspeha terapije obolelih od tularemije.

2. Pracenje 1 odredivanje seroloskog statusa obolelih od tularemije u periodu od 1 do 11
godina od pocetka obolevanja.

3. Procena efikasnosti primenjene antibiotske terapije kod obolelin od tularemije.
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3. METODOLOGIJA RADA

Osnovni metodoloski postupak zasniva se na komparativnoj, prospektivnoj i manjim
delom retrospektivnoj studiji. Vrsta naucnog istrazivanja je klinicka, primenjeno-razvojna
studija.

3.1. Bolesnici i materijal

Ispitivanjem je obuhvacena grupa od 113 bolesnika obolelih od tularemije u periodu od
pocetka 1999. do kraja 2011. i ve¢inom hospitalizovanih na Klinici za zarazne bolesti
Klinickog sentra u NiSu. Kontrolnu grupu je ¢inio 111 ispitanik, od toga 31 bolesnik sa
diferencijalnom dijagnozom limfadenopatije razli¢ite geneze. Ostalo su ¢inili serumi 80
ispitanika obezbedeni od strane Instituta Friedrich Loeffler, Jena, u Nemackoj gde je
sproveden veéi deo istrazivanja, i to: 20 obolelih od bruceloze, 30 obolelih od jersinioze, 20
dobrovolnjih davalaca krvi i 10 obolelih kod kojih je iskjucena bruceloza. Seropozitivni i
seronegativni uzorci na brucelu obezbedeni su donacijom iz Libana.

Oboleli od tularemije su klini¢ki observirani i seroloSki prac¢eni odgovarajuéim
testovima, u periodu od 1 do 11 godina od pocetka oboljevanja. Kod novootkrivenih
bolesnika uzimani su parni uzorci seruma: prvi serum od 2. do 4. nedelje od pocetka bolesti, a
drugi od 4 do 8. nedelje od pocetka bolesti.

Prilikom dijagnosti¢ke obrade bolesnika od materijala koris¢en je slede¢i materijal:
serum 1 bioptat limfnog ¢vora. Ukupno je ispitano 270 uzoraka seruma, od toga 189 seruma
suspektnih na tularemiju i 111 seruma iz kontrolne grupe i 26 bioptata limfnih nodusa.

Istrazivanje je uradeno u skladu sa eti¢ckim principima Helsinske deklaracije i njenih
amandmana. Svi ucesnici ispitivanja potpisali su informativni pristanak za uc¢e$¢e u studiji 1
saglasnost za dijagnosticka ispitivanja. Ispitivanje je odobreno od strane etickog komiteta
Medicinskog fakulteta u NiSu, odluka br.01-4608-3.

3.2. Metode

Kod svih pacijenata je obavljeno, pored klini¢ko-epidemioloskog i mikrobiolosko-
imunodijagnosticko ispitivanje. Uzoci koji su uzeti od obolelih ekstirpacijom ili punkcijom
limfnih ¢vorova analizirani su patohistoloskim, imunohistohemijskim i molekularnim
metodama.

3.2.1. Seroloski- imunodijagnosticki testovi:

1) Serion ELISA classic Francisella tularensis 1gG i

2) Serion ELISA classic Francisella tularensis IgM, komercijalni testovi, poreklom iz
Instituta Virion/Serion, Wiizburg, Nemacka, primenjeni su na kontrolnim serumima svih
bolesnika uzetim u periodu od 1 do 11 godina nakon oboljevanja radi kontrole i pracenja
nivoa IgM i IgG antitela. To su kvalitativni i kvantitativni testovi za odredivanje humanih
antitela klase IgM i 1gG prema lipopolisaharidima (LPS) F. tularensis u serumu i plazmi.
Test se koristi za dijagnozu tularemije, pracenje efikasnosti vakcinacije 1 odredivanje
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imunoloskog statusa pre imunizacije radi izbegavanja sprovodenja vakcinacije i kao pomoc¢no
sredstvo pri epidemioloskim ispitivanjima.

Princip testa: Mikrotitarske CaSice oblozene su antigenima, $to ¢ini ¢vrstu fazu. Uzorak
pacijenta dodaje se u ¢aSice 1 antitela specifi¢na za prisutni antigen vezuju se za ¢vrstu fazu.
Nakon odstranjivanja nevezanog materijala, dodaju se antihumana IgG ili IgM antitela
konjugovana sa enzimom (alkalna fosfataza) koja reaguju sa nastalim imunim kompleksom.
Nakon odstranjivanja viska konjugata ispiranjem dodaje se odgovarajuéi supstrat
(paranitrofenilfosfat) koji reaguje sa konjugovanim enzimom pri ¢emu nastaje obojeni
proizvod. Intenzitet boje proporcionalan je nivou vezanih specificnih antitela i meri se
fotometrijski. Eventualno prisustvo reumatoidnog faktora (nespecificnih IgM antitela) koji
mogu da uzrokuju lazno negativne rezultate kod IgM testa, uklonjeno je koriS¢enjem
apsorbenta reumatoidnog faktora.

Interpretacija rezultata Serion ELISA classis Francisella tularensis 19G/IgM:
Pozitivan rezultat >15 U/ml

Granican 10-15 U/ml

Negativan <10 U/ml

3) Serazym Anti-Francisella tularensis ELISA, komercijalni, kvantitativan i
kvalitativan test poreklom iz Seramun Diagnostica, Heidesee OT Wolzig, Nemacka, koristi se
za detekciju svih klasa antitela.

Interpretacija rezultata Serazym Anti-Francisella tularensis ELISA:
Pozitivan rezultat >0.25 U/ml

Grani¢ni 0.2-0.25 U/ml

Negativan <0.2 U/ml

4) VIRapid-imunohromatografski test (ICT) ili brzi test, poreklom iz Vircell S.L,
Santa Fé, Spanija je komericijalni, kvalitativan test za detekciju anti-Francisella tularensis
antitela, pre svega IgG klase, primenjen kao komparativni test na svim kontrolnim serumima
bolesnika.

Princip testa: Ovaj test je baziran na LPS dobijenom iz F. tularensis, koja je porasla na
¢okoladnom agaru, potom je ekstrahovan metodom vruée fenol-vode. LPS se adsorbuje i na
konjugatu i na test liniji. Kontrolna linija sluzi za proveru performansi testa. Rezultati se
Citaju posle inkubacije od 15 minuta na sobnoj teperaturi. Jasna crvena test linija je pozitivan
test. Negativni serumi ne pokazuju reaktivnost na test liniji u ICT.

5) In-house ELISA, domac¢i test, poreklom iz Instituta Friedrich-Loeffler, Jena,
Nemacka, koristi se za detekciju pre svega IgG F. tularensis.

Metoda je modifikovana po Porsch-Ozcirtimez (11)

Princip testa: mikrotitarske ¢aSice su oblozene proc¢is¢enim LPS dobijenim iz F.
tularensis subsp. holarctica (Micromun, Nemacka). Kao sekundarno antitelo koriscen je
kozji anti-humani IgG konjugovan peroksidazom. Cut off je 0.77. Uzorci sa OD 450> 0.77.
su smatrani pozitivnim.

6) Western-blot ili potvrdni test je primenjen na veéini uzoraka seruma. Raden je na
Institutu Friedrich-Loeffler, Jena, Nemacka Metoda je modifikovana po Schmitt-u (10).
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F. tularensis LPS je dobijen iz Micromuna (Greifswald, Nemacka). Kao sekundarno
antitelo je koris¢en procis¢en rekombinantni protein A/G, obeleZzen alkalnom fosfatazom.

U ispitivanim serumima proveravano je eventualno prisustvo ukrstenih antitela na
antigene bakterije Brucella spp. testovima BAB i Wright kao i na antigene Yersinia spp,
Yersinia recomLine ELISA testom.

3.2.2. Imunohistohemijske metode:

Za patohistoloska ispitivanja biopsijskog materijala koji je fiksiran u 10% formalinu i
rutinski obradivan, kao i za nefiksiran, svez biopsijski materijal, primenjene su osim
klasi¢nog bojenja hematoksilin-eozinom (HE) i imunohistohemijske metode za identifikaciju
lipopolisaharidnog antigena F. tularensis primenom monoklonskih antitela.

Indirektna imunoperoksidazna metoda za Francisellu tularensis koris¢enjem
primarnih monoklonskih antitela na Francisellu tularensis: mab 3FT6 i mab FT 11/1/1, kao i
negativne kontrole- mab C16 na BVDV (kravlji dijarejalni virus) radena je na Institutu
Friedrich-Loeffler u Nemackoj.

MADb 3FT6 (Hytest, Finska, www.hytest.fi)

Monoklonalni misji anti-Francisella tularensis LPS je meSavina dva monoklonska
antitela T14 1 FB11.

Specifi¢nost: MAb T14 reaguje sa LPS F. tularensis. MAb FB11 prepoznaje LPS
virulentnog i vakcinalnog soja F. tularensis.

MADb 3FT6 ne daje ukrstenu reakciju sa Br. melitensis, Br. abortus, Br. suis, Br. ovis.,Y.
pestis, Y.pseudotuberculosis, Y. enterocolitica, V. cholera, E. coli, Fr. novicida.
MAD izotipovi: 1gG2 za Mab FB11 i 1IgG3 za Mab T14

Primena: Monoklonska antitela T14 i FB11 se mogu koristiti za detekciju antigena F.
tularensis u ELISA i imunofluorescentnim tehnikama.

MAb FT11/1/1 (Greiser-Wilke et al., 1989)

Napravljen je protiv oslabljenog soja F. tularensis tularensis (F. tularensis ATCC6223).
Ima visok afinitet za F. tularensis 6SVA (Robert Koh Institut, Berlin) a nizak afinitet za F.
tularensis (ATCC6223). Reaguje sa multipnim lancima izmedu 40 i 116 kD antigenih
determinanti na 0 antigenu LPS polisaharida. Ne reaguje ukrSteno sa Brucella spp., Y.
enterocolitica (0:9), Y. pseudotuberculosis. Pripada IgG1 izotipu.

Princip metode: Endogena peroksidaza je blokirana tokom inkubacije u rastvoru
metanol/hidrogen peroksid. Antigen je otkriven mikrotalasnim zagrevanjem u citrathnom
buferu (mab FT 11/1/1, mab C16) ili digestijom pomocu proteinaza K (mab 3FT6).
Nespecifi¢no vezivanje je blokirano 20-to minutnom inkubacijom sa 10% ov¢ijim serumom
inaktivisanim toplotom. Bioptati su inkubirani sa primarnim antitelima 60 minuta. Kao
sekundarno antitelo koriS¢en je ov¢€iji anti-miSji 1gG obelezen peroksidazom. Trajanje
inkubacije je joS 60 minuta. Pozitivna reakcija je razvijanje crvene boje za razliku od
nespecificne braon-crne precipitacije. Za pozitivnu kontrolu uzet je bioptat slezine kunica
obolelog od tularemije.
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3.2.3. Molekularne metode:

Polymerase chain reaction (PCR) - tehnika amplifikacije DNA je primenjena na
uzorcima zamrznutih tkiva limfnih nodusa, za direktno dokazivanje prisustva F. tularensis u
ispitivanom materijalu, a radena je na Institutu Friedrich-Loeffler u Nemackoj.

3.2.4. Mesto istrazivanja

Navedena istrazivanja obavljena su na Klinici za zarazne bolesti KC Nis, u
ambulantama Domova zdravlja opstina Sokobanja, Pirot i Aleksinac, u laboratoriji Neolab,
Institutu za patologiju KC NiS i u Federalnom Veterinarskom Institutu za bakterijske bolesti i
zoonoze-Friedriech-Loeffler, Jena, Nemacka.

3.2.5. Statisti¢ka obrada podataka

Rezultati istrazivanja su sistematizovani 1 prikazani tabelama 1 graficki (Excel 2007,
Word 2007), a obradeni su statistickom metodom deskriptivne 1 kvantitativne analize (SPSS
16.0 for Windows 2007). Poredenje apsolutnih frekvencija vrieno je Hi kvadrat (x°) testom ili
kada je jedna od ocekivanih frekvenci manja od pet, FiSerovim testom egzaktne verovatnoce.
Poredenje aritmeti¢kih sredina dva uzorka vrSeno je t-testom ili Mann-Whitney-evim U
testom u zavisnosti od distribucije podataka. Uporedivanje vise grupa vrSeno je ANOVA
testom ili Kruskal-Wallis-ovim testom u odnosu na distribuciju podataka.

Poredenje dijagnosti¢kih rezultata imunoloskih testova vrSeno je na osnovu tabele
kontigencije 2x2, u kojoj su ispitanici klasifikovani kao pozitivni ili negativni na osnovu
zlatnog standarda 1 klinickog pregleda. Za procenu tacnosti ispitivanih dijagnostickih metoda
upotrebljeni su testovi dijagnosti¢ke senzitivnosti, specificnosti, dijagnosticke efikasnosti,
pozitivne prediktivne vrednosti (PPV) i negativne prediktivne vrednosti (NPV).

Senzitivnost je mera tacnosti testa koja se odnosi na populaciju bolesnika kod kojih
bolest postoji, tj. sposobnost testa da identifikuje one ispitanike koji po zlatnom standardu
imaju bolest. Senzitivnost testa je izraCunata po formuli:

TP
Se=— —
TP + LN

Specifi¢nost testa je mera tacnosti koja se odnosi na populaciju bolesnika kod kojih
bolest ne postoji, odnosno sposobnost testa da isklju¢i postojanje poremecaja kod onih
bolesnika koji nemaju bolest. Specifi¢nost testa odredena je po formuli:

TN

Sp=—
PPN

Dijagnosticka ta¢nost (efikasnost testa) odredena je po formuli:

Efikasnost = m

Pozitivna prediktivna vrednost predstavlja verovatnocu da ciljna bolest postoji ako je
test pozitivan. Pozitivna prediktivna vrednost odredena je po formuli:
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TP
TP+ LP

PPV

Negativna prediktivna vrednost pokazuje koliko ispitanika sa negativnim testom
nema ciljnu bolest. Ova vrednost se izracunava po sledecoj formuli:

TN

NPV = ——
LN +TN

Stepen postignute dijagnosticke saglasnosti izmedu razli¢itih imunoloskih testova je
odreden Kohenovim kappa (k) koeficijentom. Kappa koeficijent interpretiran je prema skali
Landisa i Kocha.

Vrednost K Stepen saglasnosti

<0 Bez saglasnosti
0,01-0,20 Neznatna saglasnost
0,21-0,40 Dovoljna saglasnost

0,41 -0,60 Umerena saglasnost

0,61 -0,80 Znacajna saglasnost
0,81-0,99 Skoro potpuna saglasnost

1 Potpuna saglasnost
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4. REZULTATI

4.1. Epidemioloske karakteristike tularemije

Klini¢ko-epidemiolosko istrazivanje je obuhvatilo 144 bolesnika, od toga 113 obolelih
od tularemije i kontrolnu grupu od 31 bolesnika sa diferencijalnom dijagnozom tularemije
infektivne i neinfektivne geneze.

Tabela 1. Distribucija obolelih od tularemije hospitalizovanih na Klinici za zarazne bolesti
KC Ni$, po uzrastu i polu u periodu od 1999 do 2011.

Uzrasna grupa Oboleli od tularemije Kontrolna grupa  Ukupno

(godine) Pol n % n % n %
M 1 0,9 1 3,2 2 1,4
0-6 Z - - 1 3.2 1 07
Ukupno 1 0,9 2 6,5 3 2,1
M 12 10,6 4 12,9 16 111
7-19 VA 7 6,2 6 19,4 13 9,0
Ukupno 19 16,8 10 32,3 29 20,1
M 34 30,1 6 19,4 40 27,8
20-59 VA 38 33,6 7 226 45 31,2
Ukupno 72 63,7 13 41,9 85 59,0
M 7 6,2 3 9,7 10 69
<60 VA 14 12,4 3 9,7 17 118
Ukupno 21 18,6 6 19,4 27 188
M 54 47,8 14 452 68 472
Ukupno VA 59 52,2 17 54,8 76 52,8
Ukupno 113 100,0 31 100,0 144 100,0

p<0,05

Rezultati epidemioloskog istrazivanja su sledeci: u grupi obolelih od tularemije je bilo
54 muskaraca (47,8%) i 59 Zena (52,2%), od kojih je 72 pacijenta (63,7%) bilo starosti od 20
do 59 godina. Prose¢na starost obolelih od tularemije iznosila je 42,04+18,90 godina.
Kontrolnu grupu je ¢inilo 14 muskaraca (45,2%) i 17 Zena (54,8%), od kojih je 13 osoba
(41,9%) bilo starosti od 20 do 59 godina. Prosecna starost pacijenata u kontrolnoj grupi
iznosila je 36,48+22,66 godina. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u
distribuciji bolesnika prema polu (y?=0,07, p=0,955), a postoji statisti¢ki znacajna razlika u
starosti pacijenata izmedu ove dve ispitivane grupe (x°=8,46, p=0,037). Obolevanje od
tularemije se statistiCki znacajno ceS$ce javlja kod osoba starijih od 20 godina (82,3%),
predominantno od 20 do 59 godine, a u kontrolnoj grupi kod osoba mladih od 20 godina
(38,8%)(x*=5,06, p=0,024) (Tabela 1).

Najveci broj obolelih hospitalizovanih pacijenata prijavljen je 2003. godine - (35),
potom 2000. - (14), 2004. i 1999. po 11 bolesnika. U odnosu na ukupan broj obolelih po
opStinama, najveci broj obolelih pripadao je opstini Sopkobanja (30), Aleksinac (17), slede
opstine: Merogina (9), Pirot (7), Ni$ (7), RaZanj (6) i Zitorada (6). U odnosu na broj obolelih
po godinama i opStinama, najveci broj obolelih registrovan je u opstini Sokobanja: 1999. (10)
I 2003.-(10) bolesnika. Slede opStina Aleksinac: 2000.- (5), opStina Pirot: 2003.- (5
bolesnika) (Tabela 2).
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Tabela 2. Geografska distribucija obolevanja od tularemije kod hospitalizovanih bolesnika
na Klinici za zarazne bolesti, u periodu od 1999. do 2011

- Godina obolevanja
Opstina 1= 000 T 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | VKUPm®
Sokobanja 10 2 1 - 10 3 3 - - - - - 1 30
Aleksinac 1 5 - 1 3 1 2 1 - 2 - 1 - 17
Razanj - 3 1 - - - - - 2 - - - 6
GadzinHan 1 - - - 2 - - - 3
Svrljig - 2 - - - - - 2
MeroSina 3 2 1 2 - - 1 9
Doljevac 1 1
Ni$ 2 3 1 1 7
Pirot 2 5 7
BelaPalanka 1 1
Prokuplje 1 1 1 1 2 1 7
Zitorada 2 3 1 6
Blace 1 1
Leskovac 1 1
Lebane 2 2
Vranje 1 1 2
KosKamenica 2 2 1 5
Gnjilane 2 2 1 5
Strpce 1 1
Ukupno 11 14 4 9 35 11 9 3 0 8 4 3 2 113

Tabela 3. Distribucija obolelih od tularemije i u kontrolnoj grupi prema prebivaliStu
Prebivaliste Oboleli od tularemije Kontrolna grupa  Ukupno

n % n % n %
Selo 106 93,8 15 48,4 121 84,0
Grad 7 6,2 16 51,6 23 16,0
Ukupno 113 100,0 31 100,0 144 100,0

p<0,001
Medu obolelima od tularemije je bilo 93,8% pacijenata sa sela i 6,2% pacijenata iz
grada, a u kontrolnoj grupi bolesnika sa limfadenopatijom, procenat pacijenata sa sela i iz
grada je bio ujednacen (51,6% odnosno 48,4%). Statisticki je utvrdeno da se obolevanje od
tularemije znacajno vise javlja u ruralnoj sredini u odnosu na kontrolnu grupu (x*=34,08
p<0,001) (Tabela 3).

Tabela 4. Distribucija hospitalizovanih bolesnika prema zanimanju
Oboleli od tularemije Kontrolna grupa  Ukupno

Zanimanje 0 % 0 % 0 %
Poljoprivrednici 10 8,8 2 6,4 12 83
Domacice 35 31,0 5 16,1 40 27,8
Predskolska deca 1 0,9 1 3,2 2 14
Skolska deca i studenti 18 15,9 11 35,5 29 20,1
Penzioneri 8 7,1 7 22,6 15 104
Ostalo 41 36,3 5 16,1 46 31,9
Ukupno 113 100,0 31 100,0 144 100,0
p<0,01

U grupi obolelih od tularemije najveéi broj pacijenata, ¢inile su domacice — 31,0%, a u
kontrolnoj grupi Skolska deca i studenti — 35,5%. Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna
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razlika u vrsti zanimanja u odnosu na ispitivanu grupu (x*=16,38 p=0,006). Obolevanje od
tularemije je ¢eSc¢e kod poljoprivrednika i domacica, ali ne postoji statisticki znacajna razlika
u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,119). Udeo ucenika i studenata je bio statisti¢ki znacajno
manji u grupi obolelih u odnosu na kontrolnu grupu (x*=4,63, p=0,031) (Tabela 4).

Tabela 5. Sezonska distribucija obolevanja od tularemije medu bolesnicima leCenim na
Klinici za zarazne bolesti u periodu od 1999. do 2011. godine

Oboleli od tularemije  Kontrolna grupa Ukupno
Mesec n % n % n %

| 34 30,1 2 64 36 252
I 25 22,1 3 97 28 19,6
1 12 10,6 2 64 14 98
IV 2 18 3 9,7 5 35
v 2 18 3 9,7 5 35
VI 5 4.4 3 9,7 8 56
Vil 1 0,1 2 6,4 3 21
VI - - - - - -
IX - - 3 9,7 2 14
X 11 9,7 2 64 13 91
XI 6 5,3 4 129 10 70
X1 15 13,3 4 129 19 133
Ukupno 113 100,0 31 1000 143 100,0
p<0,001

Iz epidemioloske ankete pacijenata o pocCetku obolevanja dobijeni su slede¢i podaci:
obolevanje od tularemije se najcesce javlja u januaru (30,1%), februaru (22,1%), decembru
(13,3%) 1 martu mesecu (10,6%). Utvrdeno je da postoji statisti€¢ki znacajna razlika u
distribuciji obolevanja u zimskim mesecima u odnosu na ostale mesece u godini medu
obolelima od tularemije (X2=29,771, p<0,001), kao i izmedu ispitivanih grupa (X2=16,569,
p<0,001). Sezonski karakter obolevanja od tularemije je jasno uocljiv dok kod kontrolne
grupe ne postoji (Tabela 5).

Tabela 6. Pretpostavljeni put transmisije kod obolelih od tularemije
Oboleli od tularemije  Kontrolna grupa  Ukupno

Put transmisije

n % n % n(%)
Direktni kontakt sa zZivotinjama 11 9,7 5 16,1 16 (11,1)
Nepoznat 91 80,5 24 77,4 115 (79,9)
Alimentarni 11 9,7 2 6,5 13(9,0)
Ukupno 113 100,0 31 100,0 144 (100,0)

Kod vecine obolelih od tularemije (80,5%), kao i u kontrolnoj grupi pacijenata (77,4%)
pretpostavljeni put transmisije je bio nepoznat. Alimentarni i direktni kontaktni put u grupi
obolelih su bili podjednako zastupljeni sa po 9,7%. Razlike u odnosu na puteve prenosenja
izmedu grupa nisu znacajne (p=0,545) (Tabela 6).
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4.2. Klinicke karakteristike

Klini¢ko istrazivanje je obuhvatilo 113 pacijenata obolelih od tularemije i 31 pacijenta
u kontrolnoj grupi. Kontrolna grupa je bila heterogena i ¢inio je 31 bolesnik sa
diferencijalnom dijagnozom tularemije infektivne i neinfektivne geneze: (infektivna
mononukleoza, bakterijska angina, erizipel lica, bolest macije ogrebotine, tuberkuloza,
toksoplazmoza, benigni i maligni tumori vrata, limfadenopatija nepoznate geneze). Najcesce
klini¢ke manifestacije kod svih obolelih su bile: limfadenopatija, tonzilofaringitis, febrilnost i
promene po kozi.

Tabela 7. Klini¢ke karakteristike tularemije i diferencijalnih dijagnoza tularemije
Tularemija (n=113) Kontrolna grupa (n=31) p

Klini¢ke karakteristike

> (%) > (%)
Limfadenopatija 108 (95,6) 29 (93,6) 0,64
Tonzilofaringitis 54 (47,8) 11 (35,5) 0,309
Febrilnost 100 (88,5)1 21 (67,7) 0,012t
Promene po koZi 24 (21,2) 5(16,1) 0,707

t p<0,05

Limfadenopatija je bila prisutna kod 95,6% obolelih od tularemije i kod 93,6%
bolesnika u kontrolnoj grupi. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u
zastupljenosti limfadenopatije izmedu ispitivanih grupa (p=0,64).

Tonzilofaringitis je bio prisutan kod skoro polovine obolelih od tularemije (47,8%) i
kod 35,5% kontrolnih bolesnika. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u
zastupljenosti tonzilofaringitisa u odnosu na ispitivanu grupu (p=0,309).

Febrilnost je bila prisutna kod 88,5% obolelih od tularemije i kod 67,7% kontrolnih
pacijenata. Utvrdeno je da se febrilnost statisticki znacajno ceS¢e javlja kod obolelih od
tularemije u odnosu na kontrolnu grupu (X2=6,34, p=0,012).

Promene po kozi su bile prisutne kod 21,2% obolelih od tularemije i 16,1% kontrolnih
pacijenata. Ne postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti promena po kozi u odnosu
na ispitivanu grupu (p=0,707) (Tabela 7).

Tabela 8. Zastupljenost razlicitih klinickih oblika u ispitivanim grupama

Klinicki oblik Lokalizacija _ &E’T‘;'e" (”;(%Zl) K?,n(w)na g”;)?(;)n:fl)
Tonziloglandularni ggg;ig::a 468 ((1818,'3) 54 (47,8) j Eggg 12(387) 0486
Glandularni g)eggso;g:;]a b 848,)2) 52(46) o ((1818’;32)) 17 (548) 0,504
Ulceroglandularni ggg;ig:;a 6 (190'0) 6 (5,3) - -
Okuloglandularni ﬂ)esgsotfg:ga LA0O 109  2U00 565 0117
Ukupno éegjons‘:f;aa”a 1094 (ggio) 113 (100,0) 265((189%6)) 31 (100,0) %3t

* u odnosu na ukupan broj obolelih u grupi, T u odnosu na klini¢ki oblik
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Najcesci klinicki oblici kod obolelih od tularemije bili su: tonziloglandularni (47,8%),
glandularni (46,0%), ulceroglandularni (5,3%) i okuloglandularni (0,9%). Ne postoji
statisti¢ki znacajna razlika u zastupljenosti tonziloglandularnog (p=0,486), glandularnog
(p=0,504) 1 okuloglandularnog oblika (p=0,117) izmedu obe ispitivane grupe. (Slika 7 i 8).

Lokalizacija promena kod obolelih od tularemije kao i kod kontrolnih bolesnika je
dominantno jednostrana (92,0% tularemija, 80,6% kontrolna grupa) ali ne postoji statisticki
znacajna razlika izmedu grupa (p=0,132). Jednostrano lokalizovan tonziloglandularni oblik je
bio ¢eS¢i kod obe grupe ispitanika (oboleli: 88,9%, kontrolna grupa i: 66,7%) kao 1
jednostrano lokalizovan glandularni oblik (94,2%, odnosno 88,2%). Ulceroglandularni i
okuloglandularni oblik su iskljuc¢ivo bili jednostrani u obe ispitivane grupe (Tabela 8).

Tabela 9. Klini¢ki nalaz razlic¢itih lokalizacija limfadenopatije u ispitivanim grupama

Oboleli (n=113) Kontrolna grupa (n=31)

Lokalizacija limfadenopatije n (%) 5 (%) n (%) 3 (%) p
cenikaite e 3oy 10009 Ble) e 0%
Aksilarna gsg;fgr?;a 83((752’;37)) 11(9,7) §E§88§ 5 (16,1)
s Sboss 289 o 289 g
Epitrohlearna ‘ggg;ﬁgﬁ;a 4(180’0) 4 (3,5) 1(180’0) 1(3,2)
Ukupno N 11027((1808,’1%) 19 Egig s Ot

* u odnosu na ukupan broj obolelih u grupi
T u odnosu na lokalizaciju izmedu grupa

Kod obolelih od tularemije najzastupljenija je bila cervikalna limfadenopatija (88,5%),
potom aksilarna (9,7%), ingvinalna (3,5%) 1 kubitalna (3,5%). Utvrdeno je da ne postoji
statisticki znacajna razlika u distribuciji razlicitih lokalizacija izmedu ispitivanih grupa
(p=0,203). Ne postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti cervikalne (p=0,152),
aksilarne (p=0,586), ingvinalne (p=0,145) i epitrohlearne limfadenopatije (p=0,693) izmedu
ispitivanih grupa.

Medu svim lokalizacijama limfadenopatije, jednostrana cervikalna limfadenopatija je
bila najzastupljenija u obe ispitivane grupe. Jednostrana cervikalna limfadenopatija je
statisticki znacajno zastupljenija kod obolelih u odnosu na kontrolnu grupu (X2=4,5l,
p=0,033). Takode, u grupi obolelih jednostrana cervikalna limfadenopatija je bila statisticki
znacajno zastupljenija u odnosu na ostale lokalizacije (X2=4,61, p=0,032).

Jednostrana aksilarna limfadenopatija je bila zastupljenija u odnosu na obostranu kod
obolelih od tularemije (72,7%), ali nije bilo statisticki znaajne razlike izmedu grupa
(p=0,299).

Epitrohlearna limfadenopatija se kod kod svih obolelih od tularemije javila jednostrano.
U kontrolnoj grupi samo jedan pacijent je imao kubitalnu lokalizaciju limfadenopatije i to
obostranu. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti jednostrane u
odnosu na obostranu zahvacenost limfonodusa u kubitalnoj regiji izmedu ispitivanih grupa
(p=0,200).
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Ingvinalna limfadenopatija je podjednako bila zastupljena u obe ispitivanje grupe. Kod
polovine bolesnika je imala jednostranu lokalizaciju,

Utvrdeno je da je jednostrana lokalizacija limfadenopatije bila dominantna u grupi
obolelih od tularemije (88,9%), i njena zastupljenost statisticki znacajno veéa nego u
kontrolnoj grupi (32=10,27, p=0,001 ) ( Tabela 9).

Tabela 10. Klini¢ki nalaz limfadenopatije prema proSirenosti

Tularemija Kontrolna grupa

n (%) 2 (%) n®) 2 (%*)

ProSirenost limfadenopatije pt

. Jednostrana 96 (96,0) 20 (87,0)
Lokalizovana Obostrana 4.(4.0) 100 (92,6) 3 (13,0) 23(79,3) 0,234
. Jednostrana 5(83,3) 3 (100,0)
ProSirena Obostrana 1(16.7) 6 (5,6) 0 3(10,3) 0,666
Generalizovana 2(1,8) 3(10,3)
Jednostrana 101 (93,5) 23 (79,3) 0.191
Ukupno Obostrana 5(4,6) 108(100,0) 3(10,3) 29(100,00 *
Generalizovana 2 (1,8) 3(10,3)

*u odnosu na ukupan broj bolesnika sa limfadenopatijom
T Zastupljenost jednostane lokalizacije izmedu grupa

Limfadenopatiju je imalo 108 od 113 obolelih od tularemije (95,6%). Lokalizovana
limfadenopatija je podrazumevala zahvacenost limfnih nodusa u jednoj regiji, proSirena
limfadenopatija je znacila zahvacenost najmanje dve lokalizacije limfonodusa u bliskim
regijama (npr. kubitalna i aksilarna regija) a generalizovana najmanje dve lokalizacije u
razli¢itim regijama. Lokalizovana limfadenopatija je bila najzastupljenija, kod 92,6%
obolelih od tularemije i 79,3% pacijenata u kontrolnoj grupi. Utvrdeno je da ne postoji
statisticki znaCajna razlika u zastupljenosti lokalizovane limfadenopatije izmedu ispitivanih
grupa (p=0,0978). Jednostrana lokalizovana limfadenopatija je bila zastupljena kod 96,0%
obolelih od tularemije i kod 87,0% pacijenata u kontrolnoj grupi. Ne postoji statisticki
znacajna razlika u zastupljenosti jednostrane lokalizovane limfadenopatije izmedu ispitivanih
grupa (p=0,234).

ProSirena limfadenopatija je bila prisutna kod 6 pacijenata obolelih od tularemije
(5,6%), od kojih je 4 pacijenta imalo jednostranu epitrohlearnu i aksilarnu limfadenopatiju a
dva pacijenta cervikalnu 1 aksilarnu limfadenopatiju. Utvrdeno je da ne postoji statisticki
znacajna razlika u zastupljenosti jednostrane nad obostranom lokalizacijom izmedu grupa u
odnosu na ispitivanu grupu (p=0,666).

Generalizovanu limfadenopatiju je imalo 1,8% obolelih od tularemije 1 10,3%
pacijenata u kontrolnoj grupi.

Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u ukupnoj zastupljenosti
jednostrane lokalizacije nad obostranom kod tularemije u odnosu na kontrolnu grupu
(p=0,191) (Tabela 10).
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Tabela 11. Veli¢ina limfnih ¢vorova u odnosu na prisustvo komplikacija kod bolesnika

Veli¢ina Oboleli od tularemije Kontrolna grupa
“Qt)nrzg Sa Bez Sa Bez
(cm) komplikacijama komplikacija komplikacijama komplikacija
1,1-3,0 9(19,2) 35 (58,3) 2 (22,2) 12 (60,0)
3,1-5,0 23 (48,9) 19 (31,7) 5 (55,6) 8 (40,0)
>5,1cm 15 (31,9) 6 (10,0) 2 (22,2) -
Ukupno 47 (100,0) 60 (100,0) 9 (100,0) 20 (100,0)

Kod obolelih od tularemije koji su imali komplikacije, najéesc¢a veli¢ina limfonodusa
iznosila je 3,1-5cm (48,9%). Cvorove veée od Scm imalo je 31,9% obolelih sa
komplikacijama. Kod obolelih bez komplikacija ve¢ina je imala limfonoduse veli¢ine do 3
cm (58,3%). U grupi obolelih od tularemije utvrdeno je da postoji statisticki znacajna
povezanost izmedu veli¢ine limfnog &vora i pojave komplikacija (x°=18,29, p<0,001). Ne
postoji statisticki znacajna razlika u veli¢ini limfonodusa kod pacijenata sa komplikacijama
izmedu obe ispitivane grupe (p=0,845).

Utvrdeno je da i u kontrolnoj grupi postoji statisticki znacajna povezanost izmedu
veli¢ine limfnog ¢vora i pojave komplikacija (y2=7,090, p=0,028) (Tabela 11).

Tabela 12. Zastupljenost tonzilofaringitisa u obe ispitivane grupe
Oboleli  Kontrolna grupa

Tonzilofaringitis

n (%) n (%)
Jednostrani eksudativni 34 (63,0) 10 (90,9)
Obostrani eksudativni 9 (16,7) 0 0.090
Jednostrani kataralni 10 (18,5) 0 ’
Obostrani kataralni 1(1,8) 1(9,1)
Ukupno 54 (100,0) 11 (100,0)

Tonzilofaringitis je imalo 54 (47,8%) obolelih i 11 (35,5%) pacijenata u kontrolnoj
grupi. Jednostrana lokalizacija je bila dominantna u obe ispitivane grupe: oboleli 44 (81,5%)
a kontrolna grupa 10 (90,9%). Ne postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti
jednostrane lokalizacije izmedu ispitivanih grupa (p=0,749).

Najzastupljeniji oblik kod svih bolesnika je bio jednostrani eksudativni tonzilofaringitis
(67,7%): kod obolelih (63,0%) a u kontrolnoj grupi (90,9%). Slede: jednostrani kataralni
(18,5%), obostrani kataralni (16,7%) i obostrani kataralni (1,2%) kod obolelih. Utvrdeno je
da ne postoji statisticki znacajna razlika u pojavi razli¢itih oblika tonzilofaringitisa u odnosu
na ispitivanu grupu (p=0,090) (Tabela 12).

Tabela 13. Distribucija nivoa febrilnosti u ispitivanim grupama

Oboleli Kontrolna grupa
Telesna temperatura n (%) n (%)
Afebrilni <37°C 13 (11,5) 10 (32,2)
Subfebrilni 37,1-38°C 15(13,3) 11 (35,5)
Febrilni 38,1-39°C 45(39,8) 10 (32,2)
Visoko febrilni  >39,1°C 40 (35,4)* - 0,005*
Ukupno 113 (100,0) 31 (100,0)
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Febrilnost je bila prisutna kod 100 (88,5%) obolelih od tularemije i 21(67,7%)
pacijenata iz kontrolne grupe. Utvrdeno je da postoji statisticki znaCajna razlika u
zastupljenosti febrilnosti izmedu ove dve grupe (x°=6,345, p=0,011). Na prijemu oboleli od
tularemije su bili febrilni u 88,5%, od toga subfebrilni 13,3%, febrilni 39,8% i visoko febrilni
35,4%. Preovladava ferbilnost i visoka febrilnost nad subfebrilno$¢u u grupi obolelih.

Hiperpireksija(TT>39,1°C) je znacajno zastupljenija u tularemiji u odnosu na kontrolnu
grupu (y?=11,98, p=0,005) (Tabela 13).

Tabela 14. Srednje vrednosti telesne temperature (u °C) kod ispitanika
Statisticki parametar Oboleli od tularemije  Kontrolna grupa p

Xsr (°C) 39,10* 38,03 0,011*
SD 0,80 0,75
CcVv 2,04 1,97
| kvartil 38,52 37,53
Medijana 39,0 37,90
11 kvartil 39,95 38,40

Prosecna vrednost telesne temperature je bila statisticki znac¢ajno veca kod pacijenata
obolelih od tularemije (Xsr=39,1°C i Me 39,0°C) u odnosu na kontrolnu grupu (Xsr=38,03°C
i Me 37,9°C) (t=2,61, p=0,011) (Tabela 14).

Tabela 15. Prosecno trajanje febrilnosti u danima
Statisticki parametar Oboleli od tularemije  Kontrolna grupa p

Xsr 7,50 6,20 0,514
SD 8,63 6,37

CcVv 115,07 102,74

I kvartil 3,00 3,25

Il kvartil (Me) 5,00 4,00

11 kvartil 8,00 4,75

Prosec¢no trajanje febrilnosti kod obolelih od tularemije iznosilo je 7,50 dana, odnosno
Me 5,00 dana, a kod pacijenata u kontrolnoj grupi Xsr=6,20, odnosno Me 4,00. Ne postoji
statisti¢ki znacajna razlika u prose¢nom trajanju febrilnosti izmedu obolelih od tularemije i
pacijenata u kontrolnoj grupi (p=0,514) (Tabela 15).

Tabela 16. Kozne manifestacije kod tularemije i kontrolne grupe
Oboleli  Kontrolna grupa

Promene po kozi

n (%) n (%)
Makulozna ospa 3(12,5) 1 (20,0)
Erythema fixum 1(4,2) -
Erythema exsudativum multiforme 6 (25,0) 0.743
Urtikarijalna ospa 2 (8,3) - ’
Erythema nodosum 6 (25,0) 2 (40,0)
Ulceracija (primarni afekt) 6 (25,0) 2 (40,0)
Ukupno 24 (100,0) 5 (100,0) 0,707

Promene po koZi imalo je 24 obolelih (21,2%) i 5 pacijenata (16,1%) u kontrolnoj
grupi. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u pojavi promena po kozi u
odnosu naispitivanu grupu(p=0,707). Najces¢i tip koznih manifestacija kod obolelih bili su
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eksudativni multiformni eritem (25%), nodozni eritem (25%) i ulceracija kao primarni afekt
(25%). Slede makulozna (12,5%), urtikarijalna ospa (8,3%) i fiksni eritem (4,2%). Ne postoji
statisticki znacajna razlika u zastupljenosti koznih promena izmedu ispitivanih grupa
(p=0,743) (Tabela 16).

Tabela 17. Lokalizacija promena po koZi u ispitivanim grupana
Oboleli  Kontrolna grupa

Lokalizacija n (%) n (%) p
Sake 12 (44,4) 0

Potkolenice 10 (37,0) 3(60,0) 0,289
Trup 2(7,4) 1(20,0)

Lice, glavaivrat 3(11,1) 1 (20,0)

Ukupno 27 (100,0) 5 (100,0)

U tabeli je prikazana lokalizacija promena po kozi. Sake su najées¢a lokalizacija
promena po kozi kod pacijenata sa tularemijom (44,4%), potom potkolenice (37,0%).U
kontrolnoj grupi najées¢a lokalizacija bile su potkolenice (60,0%). Utvrdeno je da ne postoji
statisticki znacajna razlika u distribuciji koznih promena izmedu ispitivanih grupa (p=0,289)
(Tabela 17, Prilog Slika 9,10).

Tabela 18. Vrsta komplikacija kod obolelih od tularemije i u kontrolnoj grupi
Oboleli  Kontrolna grupa  P*

Komplikacije n (%) n (%)
Apscedirajuci limfadenitis 43 (65,2)* 5 (55,6) 0,037*
Recidiv 19 (28,8) 1(11,1) 0,075
Perzistentna limfadenopatija 4 (6,0) 3(33,3)" 0,033'
Ukupno 66 (100,0) 9 (100,0)

* u odnosu na ukupan broj obolelih
T u odnosu na ukupan broj komplikacija

Od 113 obolelih od tularemije, ukupno 47 (41,6%) je imalo komplikacije. Jedan
pacijent je mogao imati viSe od jedne komplikacije (npr. apsces i recidiv 12 pacijenata,
apsces, recidiv i perzistentna limfadenopatija 3 i recidiv i perzistentna limfadenopatija 1), te
je ukupan broj komplikacija 66 kod 47 pacijenata koji su imali komplikacije.

U odnosu na ukupan broj obolelih (n=113 tularemija, n=31 kontrolna grupa),
apscediraju¢i limfadenitis je statistiCki znacajno zastupljeniji kod tularemije u odnosu na
kontrolnu grupu (y2=4,32, p=0,037). Zastupljenost recidiva i perzistentne limfadenopatije se
statisticki znacajno ne razlikuje izmedu grupa (recidiv: 0,075, perzistentna limfadenopatija :
p=0,349) (Tabela 18, Prilog Slika 11, 12, 13).
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S

*Apscedirajuc¢i limfadenitis
t Perzistentna limfadenopatija

Grafikon 1. Prisustvo komplikacija kod obolelih

Struktura komplikacija u grupi obolelih je bila sledeca: apscediraju¢i limfadenitis — 43
pacijenata (65,2%), recidiv-19 pacijenata (28,8%) i perzistentna limfadenopatija - 4 pacijenta
(6,0%). Po jedan recidiv je imalo 14 pacijenata (73,7%) a 5 pacijenta su imala po 2 recidiva
(26,3%).

Pokazano je da ne postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti apscedirajuc¢eg
limfadenitisa (p=0,714), kao ni recidiva (p=0,429) kod pacijenata sa komplikacijama izmedu
grupa. Perzistentna limfadenopatija je bila statisticki znacajno zastupljenija u kontrolnoj
grupi kod pacijenata sa komplikacijama u odnosu na obolele od tularemije (p=0,033).( Tabela
18, Grafikon 1).

Tabela 19. Evolucija i tretman apscedirajuceg limfadenitisa bolesnika sa limfadenopatijom
Tularemija DDg tularemije  p

Evolucija apscedirajuceg limfadenitisa

n (%) n (%)
HirurSka intervencija 32 (78,7) 5(83,3)
Spontana fistulizacija 6 (12,8) 1(16,7) 0,540
Spontana involucija 5 (8,5) 0
Ukupno 43 (100,0) 6 (100,0)

Sudbina apscediraju¢eg limfadenitisa kod obolelih je sledeca: 78,7% je podvrgnuto
hiruskoj interveniciju, 12,8% je imalo spontanu fistulizaciju i 8,5%) je imalo spontanu
involuciju. U kontrolnoj grupi 83,3% apsediraju¢ih limfadenita je hirurski tretirano a 16,7%
je imalo spontanu fistulizaciju.

Ne postoji statisticCka znacajnost medu primenjivanim postupcima u evoluciji
apscediraju¢eg limfadenitisa izmedu ispitivanih grupa (p=0,540) (Tabela 19).

Tabela 20. Komplikacije kod bolesnika sa limfadenopatijom u odnosu na pocetak obolevanja

Tularemia ~ DDg p
Komplikacije n=113 n=31
n (%) n(%)
Rane komplikacije 43 (91,5) 9(100,0) 0.840
Kasne komplikacije 4 (8,5) 0 '
Ukupno 47 (100,0) 9(100,0) 0,287
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Komplikacije je imalo ukupno 47 od 113 obolelih od tularemije (41,6%) i 9 pacijenata
od 31 u kontrolnoj grupi (29,0%). Utvrdeno je da ne postoji statisti€¢ki znacajna razlika u
zastupljenosti komplikacija izmedu grupa (p=0,287).

U odnosu na pocetak obolevanja, komplikacije su bile rane i kasne. Rane komplikacije
su se javile u prvih 3 do 6 meseci od pocetka oboljevanja a kasne posle vise od 6 meseci od
pocetka oboljevanja. Rane komplikacije su ¢inile 91,5% svih komplikacija kod obolelih I
100% svih komplikacija u kontrolnoj grupi. Kasne komplikacije je imalo 4 obolela od
tularemije i to kod dvoje je bila prisutna perzistentna limfadenopatija a kod dvoje recidivantni
limfadenitits. Perzistentna limfadenopatija se odrzavala do 4 godine i viSe, kod jednog
pacijenta (poslednje vreme kontrole pocetak 2013. god). Recidivantni limfadenitis se javio
cak posle 9 godina od pocetka oboljevanja kod jednog pacijenta.

Utvrdeno je da ne postoji staticki znacajna razlika u vremenu javljanja komplikacija u odnosu
na ispitivanu grupu (p=0,840) (Tabela 20).

4.3. Imunodijagnostika tularemije

Ukupno 144 bolesnika sa diferencijalnom dijagnozom tularemije je klinicki
observirano, dijagnostikovano i pra¢eno u periodu od 1 do 11 godina od pocetka oboljenja.
Serumi su testirani seroloSkim testovima a bioptati limfnih nodusa imunohistohemijskom
metodom indirektne imunoperoksidaze (I1P). Rezultati prethodnog testiranja seruma MAT i
ELISA (VMA) testom, komparirani su sa rezultatima testiranja novim testovima: IgG Serion
ELISA, IgM Serion ELISA, Serazym ELISA, In-house ELISA, VIRapid i Western blot.
Kori$c¢eni su i rezultati testa indirektne immunofluorescencije (IIFT) za detekciju antigena na
uzorcima briseva guse i punktata limfonodusa (236).

4.3.1. Komparacija rezultata prethodnog testiranja seruma pacijenata MAT i ELISA
testom u odnosu na rezultate dobijene ostalim imunodijagnosti¢kim testovima

Prethodnim viSestrukim testiranjem seruma pacijenata MAT testom dobijeni su
slede¢i rezultati: 89 pozitivnih, 28 negativnih i 10 seruma pacijenata sa grani¢nim
vrednostima. Preostalih 17 seruma pacijenata nisu analizirana MAT testom.

Naknadnim istovremenim testiranjem seruma navedenim imunodijagnostickim
testovima (IgG Serion ELISA, IgM Serion ELISA, Serazym ELISA, In-house ELISA,
VIRapid i Western blot.) od ukupno 89 pacijenata pozitivnin MAT-om, kod 87 je potvrdena
tularemija sa viSe pozitivnih testova po pacijentu. Kod dva pacijenta je iskljucena tularemija i
to sa 5 i 6 negativnih testova po pacijentu. Od ukupno 28 pacijenata negativnih seruma u
MAT-u, kod 10 je dokazana tularemija, ELISA (VMA) testom. od kojih je, naknadno, kod 5
potvrdena, a kod 5 isklju¢ena navedenim imunodijagnostickim testovima. Kod preostalih 18
pacijenata negativnih u MAT-u, tularemija je isklju¢ena nakon primene imunodijagnosti¢kih
testova. Kod 13 pacijenata tularemija je iskljuCena testiranjem seruma sa vise navedenih
imunodijagnostickih testova, a kod jednog pacijenta je samo test dokazivanja antigena
F.tularensis IHC metodom IIP bio negativan. Kod preostala 4 pacijenta negativha u MAT-u,
dokazana je druga etiologija limfadenopatije (Streptococcus pyogenes kod dvoje, Toxoplasma
gondii i Bartonella henselae). Kod 10 pacijenata sa grani¢nim vrednostima titra antitela
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seruma MAT testom, 6 je bilo pozitivno ELISA testom i 4 imunofluorescentnim testom. Svih
10 pacijenata sa grani¢nim titrom antitela u MAT-u, je bilo pozitivno seroloskim testovima
(svih 6 pozitivnih testova kod 8 pacijenata, a kod 2 pacijenta 5 pozitivnih testova). Pozitivan
antigen F.tularensis je naden kod jednog pacijenata sa grani¢nim vrednostima u MAT-u i sa
pozitivnim IFT i imunodijagnosti¢kim testovima. Serumi 17 pacijenata koji nisu bili testirani
MAT testom, analizirani su ostalim navedenim imunoloskim testovima. Tularemija je
potvrdena kod 11 pacijenata (kod 7 je bilo pozitivno viSe testova, a kod 4 samo
imunohistohemija), a iskljucena kod 6 pacijenata (Grafikon 2).

Kod obolelih od tularemije (n=113) konacni rezultati testiranja seruma pacijenata MAT
testom bili su sledeci: 87 pozitivnih, 5 negativnih 1 10 seruma pacijenata sa grani¢nim
vrednostima. Kod preostalih 11 pacijenata nije vrseno testiranje seruma MAT testom. Od
ukupno 15 seruma u kojima nisu dokazana specifi¢na antitela na F.tularensis, MAT testom,
kod 11 je tularemija potvrdena ELISA testom, a kod 4 imunofluorescentnim testom. Svih 15
negativnih seruma u MAT testu je analizirano napred navedenim imunodijagnostickim
testovima (kod 13 pacijenata svih 6 testova je bilo pozitivno, kod 1 pacijenta 5 testova je bilo
pozitivno i kod 1 pacijenta 4 testa su bila pozitivna). Serumi svih 11 pacijenata koji nisu
testirani MAT-om su bili pozitivni nakon testiranja IgG Serion ELISA, IgM Serion ELISA,
Serazym ELISA, In-house ELISA, VIRapid i Western blot i IHH. Kod sedam pacijenata je
bilo pozitivno vise testova, a kod ¢etiri samo imunohistohemija.

U kontrolnoj grupi prethodnim visestrukim testiranjem MAT testom dobijeni su sledeci
rezultati: kod 23 pacijenta je iskljucena tularemija, kod 2 pacijenta je potvrdena tularemija, a
6 pacijenata nije testirano. Naknadnim testiranjem seruma sa viSe imunodijagnosti¢kih
testova tularemija je iskljucena kod oba pacijenta kod kojih su prethodno dokazana specifi¢na
antitela na F.tularensis. Od 23 pacijenta negativnih seruma u MAT-u, ELISA testiranjem 5
negativnih  je potvrdeno kao pozitivno a naknadnim testiranjem navedenim
imunodijagnostickim testovima kod svih 5 pacijenata je isklju¢ena tularemija. Kod svih 6
pacijenata koji nisu testirani MAT testom tularemija je iskjuCena imunodijagnostickim
testovima (kod tri pacijenta je bilo negativno viSe testova a kod tri samo imunohistohemija).
Sematski prikaz komparativne imunodijagnostike je dat na Grafikonu 3.
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DDg tularemije

(144 pacijenata)
MAT »| Pozitivan test Negativan test Granican test Nije testirano
(89 pacijenata) (28 pacijenata) (10 pacijenata) (17 pa€ijenata)
/\ j\ Pozitivan test
”» ”» : " 4 pacijenta
ELISA ,| Pozitivan test Pozitivan test Negativan test Pozitivan test ( ?IIFJT) )
(6 paciienata) (10 paciienata) (18 paciienata) (6 paciienata) |
\
Imunodijagno- L Pozitivan test (87) Pozitivan test (5) \ Negativan test Pozitivan test Pozitivan test (11)
sticki testovi Negativan test (2) Negativan test (5) ~{(18 paciienata) (10 pacijenata) Negativan test (6)

%«

Potvrdena dg tularemije
(113 pacijenata)

Iskljucena tularemije
(31 pacijent)

Grafikon 2. Imunodijagnostika tularemije
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Oboleli od tularemije
(113 pacijenata)

DDg tularemije

MAT ELISA Imunodijagnosticki
testovi
A\ 4 A\ 4 A\ 4
Pozitivan test Pozitivan test (6) Pozitivan test (84)

(87 paciienata)

Nije testirano (81)

Pozitivan MAT

Granican test
(10 pacijenata)

Pozitivan test (6)
Pozitivan IFT (4)

Pozitivan test
(10 pacijenata)

Negativan test
(5 pacijenata)

Pozitivan test

Pozitivan test

(5 pacijenata)

Nije testirano
(11 paciienata)

Nije testirano

(11 paciienata)

(5 pacijenata)

R Pozitivan test
(11 paciienata)

Negativan test
(23 pacijenta)

Pozitivan test (5)

“| Niie testirano (18)

Negativan test
(23 pacijenta)

(31 pacijent)

A 4

Pozitivan test
(2 pacijenta)

Nije testirano
(2 pacijenta)

»| Negativan test
(2 pacijenta)

Nije testirano
(6 pacijenata)

Nije testirano
(6 pacijenata)

Negativan test
(6 pacijenta)

—

Grafikon 3. Komparativna imunodijagnostika obolelih od tularemije i DDg tularemije
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4.3.2. Karakteristike ispitivanih imunodijagnostickih testova

Ukupno je ispitano 224 bolesnika imunodijagnostickim testovima: 113 obolelih od
tularemije i 111 ispitanika u kontrolnoj grupi. Serumi su testirani seroloskim testovima a
bioptati limfnih nodusa imunohistohemijskom metodom indi rektne imunoperoksidaze.
Koris¢eni su slede¢i testovi IgG Serion ELISA, IgM Serion ELISA, Serazym ELISA, In-
house ELISA, VIRapid i Western blot.

Tabela 21. Prikaz dobijenih rezultata koris¢enih testova na ukupnim uzorcima bolesnika
(serumi i bioptati)

IgG Serion IgM Serion  Serazym In-house .
ELISA  ELISA  ELISA  ELISA  YIRapid wB 1z
n (%) n (%) n (%)
n (%) n (%) n (%) n (%)

Pozitivni 152 (71,4) 151 (71,6) 185(70,9) 126 (481) 166 (63,4) 161(752) 13 (50,0)
Negativni 61 (28,6) 60(284) 76(29,1) 136(519) 96(36,6) 53(24,8) 13(50,0)

Sp* 148 (69,5) 142 (67,3) 151(57,8) 120(458) 150(57,2) 139 (650) 13 (50,0)
Sn 54 (25,4) 48(22,7) 72(27.6) 102(389) 92(351) 38(17.8)  6(23,1)
Lp 4(1,9) 9(43) 34(130) 6(23) 16 (6,1)  22(10,3) 0 (0)

Ln 7(3,3) 12(57)  4(15) 34(129)  4(L5) 15(7,0)  7(26,9)

Ukupno  213(100,0) 211(100,0) 261(100,) 262 (100,0) 262(100,0) 214(76,2) 26(100,0)

*Sp- Stvarno pozitivni, Sn- Stvarno negativni, Lp-Lazno pozitivni, Ln-Lazno negativni

U tabeli su prikazani podaci o svim nalazima imunodijagnosti¢kih testova na
bolesnickom materijalu: svim serumima ukljucujuci vise uzoraka seruma po jednom pacijentu
kao i na bioptatima. Najveéi procenat stvarno pozitivnih nalaza antitela (Sp) na bolesni¢kom
materijalu, dobijen je 1gG Serion ELISA testom (69,5%), a najmanji In-house ELISA testom
(45,8%). Najvise stvarno negativnih nalaza antitela (Sn) utvrdeno je In-house ELISA testom
(38,9%), a najmanje Western blot testom (17,8%). Najvise lazno pozitivnih nalaza (Lp)
nadeno je Serazym ELISA testom (13,0%). IIP testom nisu nadeni laZzno pozitivni uzorci.
Najvise lazno negativnih (Ln) uzoraka utvrdeno je In-house ELISA testom (12,9%), a
najmanje Serazym i VIRapid testovima (po 1,5%) (Tabela 21)

Tabela 22. Prikaz rezultata testiranja seruma i bioptata u odnosu na ispitivane grupe

pacijenata
Sle?i((;)n Slegr'i\(/l)n Serazym  In-house
ELISA  ELISA  VIRapid WB 1P
ELISA  ELISA n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
n (%) n (%)
. Sp* 148 (955) 142(92,2) 151(97,4) 120(77,9) 150(97,4) 139(90,2) 13 (50,0)
(tﬁtl)grls:rl]i?g Ln 7 (4,5) 12(7,8) 4(2,6) 34(22,1) 4(2,6) 15(9,8) 7(26,9)
Ukupno  155(100,0) 154(100,0) 155(100,0) 154(100,0) 154(100,0) 154(100,0) 20(100,0)
Sn 54(93,1) 48(842) 72(67,9) 102(94,4) 92(852) 38(63,3)  6(231)
Kontrolna Lp 4(6,9) 9(158)  34(321) 6 (5,6) 16 (14,8)  22(36,7) 0(0)
grupa Ukupno 58(100,0) 57(100,0) 106(100,0) 108(100,0) 108(100,0) 60 (100,0) 6 (100,0)
Ukupno 213 211 261 262 262 214 26

*Sp- Stvarno pozitivni, Ln-Lazno negativni
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Kod obolelih od tularemije najveci broj stvarno pozitivnih uzoraka dobijen je Serazym
ELISA testom (97,4%), a najmanji 1IP testom (50,0%). NajviSe lazno negativnih uzoraka
nadeno je In-house ELISA testom (22,1%). U kontrolnoj grupi najveci broj stvarno negativnih
nalaza antitela utvrden je In-house ELISA testom (94,4%), a najmanji Serazym ELISA testom
(67,9%). Najvise lazno pozitivnih uzoraka dobijeno je Western blot testom (36,7%) i Serazym
ELISA testom (32,1%) ( Tabela 22).

Tabela 23. Rezultati imunodijagnostickih testova kod svih pacijenata uklju¢enih u
istrazivanje (n=224)

1gG IgM h
Serion Serion Serazym In-house )
ELISA ELISA VIRapid wB 1P
ELISA ELISA n (%) n (%) Y o o
n (%) n (%) 0 0 n (%) n (%) n (%)

Pozitivni 104 (66,7) 103 (66,9) 136 (66,3) 83 (40,3) 119 (57,8) 112(70,9) 13 (50,0)
Negativni 52(33,3) 51(33,1) 69(337) 126(61,2) 87(422) 46(29,1) 13(50,0)

Sp* 100 (641) 95(61,7) 103 (50,2) 77(37.4) 103(50,0) 92(58,2) 13 (50,0)
Sn 49 (31,4) 44(286) 69(336) 97(47,1) 87(422) 35(222) 6(23,1)
Lp 4(2,5) 8(52) 33(161)  6(2,9) 16(7,8) 20(12,6)  0(0)

Ln 3(L9) 7 (4,5) 0(0) 26 (12,6) 0(0) 11(12,6)  7(26,9)

Uradeno  156(100,0) 154(100) 205(100,0) 206(100,0) 206(100,0) 158(100,0) 26(100,0)

*Sp- Stvarno pozitivni, Sn- Stvarno negativni, Lp-Lazno pozitivni, Ln-Lazno negativni

U tabeli su prikazani podaci o rezultatima imunodijagnostickih testova kod svih
pacijenata ukljucenih u istrazivanje (n=224) gde je po pacijentu analiziran samo jedan serum
Analizirani su poslednji uzorci seruma kod bolesnika prac¢enih u intervalu od 1 do 11 godina.
Prikazani su i rezultati I1P na patohistoloSkom materijalu. Najveci procenat pacijenata je imao
stvarno pozitivne nalaze antitela u 1gG Serion ELISA (64,1%), a najmanji u In-house ELISA
testu (37,4%). NajviSe pacijenata je imalo stvarno negativne nalaze antitela u In-house ELISA
testu (47,1%), a najmanje u Western blot testu (22,2%). NajviSe lazno pozitivnih nalaza
antitela dobijeno je Serazyum ELISA testom (16,1%). IIP testom nisu nadeni lazno pozitivni
uzorci. Najvise lazno negativnih nalaza antitela nadeno je In-house ELISA testom (12,6%).
Serazym i VIRapid testom nisu nadeni laZno negativni uzorci (Tabela 23).

Tabela 24. Rezultati imunodijagnostic¢kih testova u odnosu na ispitivane grupe

19G IgM In-
Serion  Serion Serazym house .

ELISA VIRapid WB 1P
ELISA ELISA n (%) ELISA n (%) n (%) n (%)

n (%) n (%) n (%)
Oboleliod  SP* 100(97,1)  95(931)  103(100,0) 77(74,8) 103(100,0) 92(89,3)  13(65,0)
. Ln 3(2,9) 7(6,9) 0(0) 26(25,2) 0(0) 11(10,7)  7(35,0)
tularemije  Gradeno  103(100,0) 102(100,0) 103(100,0) 103(100,0) 103(100,0) 103(100,0) 20(100.0)
Kontrolna S 49(92,4)  44(84,6) 69(67,6)  97(942)  87(77,0)  35(636)  6(23.1)
Lp 4(7,6) 8(15,4) 33(32,4) 6(5,8) 16(23,0)  20(36,4) 0(0)

grupa Uradeno  53(47,7)  52(46,8)  102(91,1)  103(92,8)  103(92,8)  55(495)  6(100,0)

*Sp- Stvarno pozitivni, Ln-Lazno negativni

U tabeli su prikazani podaci o broju stvarno pozitivnih i lazno negativnih uzoraka u
grupi obolelih od tularemije i u kontrolnoj grupi. U grupi obolelih od tularemije svi pacijenti
su imali stvarno pozitivne nalaze antitela (100,0%) u Serazym ELISA i VIRapid testu.
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Najmanji broj stvarno pozitivnih uzoraka je dobijen IIP metodom (65,0%) i In-house ELISA
testom (74,8%). Procenat uradenih testova kod obolelih (n=113) je preko 90%.

U kontrolnoj grupi najviSe stvarno negativnih uzoraka je dobijeno 1gG Serion ELISA
testom (92,4%), a najmanje 1P (23,1%). Lazno pozitivnih nalaza antitela je bilo najvise u
Western blot-u (36,4%) i Serazym ELISA testu (32,4%). Procenat uradenih testova u
kontrolnoj grupi (n=111) je od 50 do 93% (Tabela 24).

Tabela 25. Rezultati testiranja seruma obolelih od tularemije prac¢enih u periodu od 1 doll
godina od pocetka bolesti

IgG Serion IgM Serion  Serazym  In-house

ELISA ELISA ELISA ELISA  VIRapid WB 1P

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Sp 86(97,7) 80(92,0) 88(100,0) 64(72,7) 88(100,0) 79(89,8) 13(50,0)
Ln 2(2,3) 7(8,0) 0(0) 24(27,3) 0(0) 9(10,2) 7(26,9)

Uradeno  88(100,0)  87(100,0) 88(100,0) 88(100,0) 88(100,0) 88(100,0) 20(100,0)

*Sp- Stvarno pozitivni, Ln-Lazno negativni

Ukupan broj bolesnika koji su praceni u periodu od 1 do 11 godina od pocetka
obolevanja iznosio je 95. Od njih je kod 88 pacijenata obavljeno testiranje po jednog uzorka
seruma seroloSkim testovima a kod 7 pacijenata je primenjena jedino imunohistohemijska
metoda indirektne peroksidaze. Ovom metodom je analizirano ukupno 20 uzoraka bioptata
limfnih ¢vorova. Rezultati testiranja su sledeci: Serazym ELISA i VIRapid testovima dobijeni
su stvarno pozitivni nalazi antitela na svim serumima (100%), sledi IgG Serion ELISA sa
97,7% stvarno pozitivnih uzoraka. Najveci procenat lazno negativnih uzoraka utvrden je In-
house ELISA testom (27,3%) (Tabela 25).

Tabela 26. Karakteristike dijagnostickih testova u odnosu na ukupan bolesnicki materijal

IgG IgM

. . Serazym In-house . Western

Serion Serion VIRapid P

ELISA ELISA ELISA ELISA blot
Broj uzoraka 213 211 262 262 263 214 26
Senzitivnost 0,9548 0,9221 0,9742 0,7792 0,9740 0,9026 0,6500
Specifi¢nost 0,9310 0,8421 0,6792 0,9444 0,8519 0,6333 1,000
PPV 0,9737 0,9404 0,8162 0,9524 0,9036 0,8634 1,000
NPV 0,8852 0,8000 0,9474 0,7500 0,9583 0,7170 0,4615
tEezt‘;aS”OSt 0,484 0,9005 0,8544 0,8473  0,9237 0,8271  0,7308

U tabeli su prikazane karakteristike dijagnostickih testova na ukupnom bolesnickom
materijalu kod svih ispitanika. Pokazano je da se najveCa senzitivnost dobija primenom
Serazym ELISA (97,4%) kao i VIRapid testa (97,4%), potom IgG Serion ELISA (95,5%) i
IgM Serion ELISA (92,2%), a najmanja primenom In-house ELISA (77,9%).

U pogledu specificnosti, metoda IIP ima najveéu specificnost (100,0%), ali je radena na
malom broju uzoraka (n=26). Slede In-house ELISA (94,4%) i IgG Serion ELISA (93,1%).
Najveca pozitivna prediktivna vrednost dobijena je primenom IgG Serion ELISA testa
(97,37%), potom In-house ELISA (95,2%) i IgM Serion ELISA (94%). Najveca negativna
prediktivna vrednost je dobijena primenomVIRapid (95,8%) i Serazym ELISA (94,7%).
Najvecu dijagnosticku efikasnost imali su testovi IgG Serion ELISA (94,8%), VIRapid
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(92,4%) 1 1gM Serion ELISA (90,0%). Na osnovu senzitivnosti 1 specificnosti pokazano je da
je najbolji test za potvrdnu dijagnostiku tularemije 1gG Serion ELISA test ( Tabela 26).

Tabela 27. Karakteristike dijagnosti¢kih testova dobijene ispitivanjem poslednjih uzoraka
seruma pracenih bolesnika kao i njihovih bioptata

IgG IgM

Serion Serion SEeIr_a:zsy’/Ar\n IE-IE]IOSUZe VIRapid ngs(t)(irn P
ELISA  ELISA
Broj 156 154 205 206 206 158 26
pacijenata

Senzitivnost 0,9709 0,9314 1,000 0,7476 1,000 0,8932  0,6500
Specifi¢nost 0,9245 0,8462 0,6765 0,9417 08447 0,6364 1,000
PPV 0,9615 0,9223 0,7574 0,9277 08655 0,8214 1,000
NPV 0,9423 0,8627 1,000 0,7886 1,000 0,7609 0,4615
Efikasnost 0,9551 0,9026 0,8390 0,8447 09223 0,8038 0,7308

U tabeli su prikazane karakteristike dijagnostickih testova analizom poslednjih uzoraka
seruma pracenih bolesnika kao i njihovih bioptata. Pokazano je da najvecu senzitivnost imaju
Serazym ELISA (100,0%) i VIRapid test (100,0%). Najvecu specificnost imaju IIP 100%, In-
house ELISA (94,2%) i IgG Serion ELISA (92,4%). Najveca pozitivna prediktivna vrednost
dobijena je primenom 1gG Serion ELISA (96,2%) i 1gG Serion ELISA (92,4%). Najveca
negativna prediktivna vrednost dobijena je primenomSerazym ELISA (100,0%) i VIRapid
testa (100,0%). Uporedujuci dijagnosticku efikasnost testova pokazano je da se najveca
vrednost dobija primenom IgG Serion ELISA (95,5%), VIRapid (92,2%) i IgM Serion ELISA
testa (90,3%). Na osnovu senzitivnosti i specifi¢nosti, najbolji testovi za serolosko pracenje
prisustva i nivoa antitela obolelih od tularemije tokom vremena su IgG Serion ELISA i
VIRapid (Tabela 27).

Izracunavanjem Kohen-ovog kappa (k) koeficijenta odreden je stepen slaganja izmedu
ispitivanih testova. Kappa koeficijent interpretiran je prema skali Landisa i Kocha.

Vrednost K Stepen saglasnosti
<0 Bez saglasnosti
0,01-0,20  Neznatna saglasnost
0,21 -0,40  Dovoljna saglasnost
0,41-0,60  Umerena saglasnost
0,61 -0,80 Znacajna saglasnost
0,81-0,99  Skoro potpuna saglasnost
1 Potpuna saglasnost

U tabeli 28 je prikazan stepen slaganja ispitivanih testova. Skoro potpunu saglasnost
imali su testovi IgG Serion ELISA i Serazym ELISA (k=0,802). Znacajnu saglasnost
medusobno su imali IgG 1 IgM (k=0,766), IgM 1 VIRapid (k=0,780), IgG i VIRapid
(k=0,760), 19G i In-house ELISA (k=0,642), 1gG i Western blot (p=0,612) IgM i Serazym
(k=0,696), IgM i Western blot (k=0,614), In-house ELISA i VIRapid (k=0,637). Umerena
saglasnost postoji izmedu sledecih testova: IgM i In-house ELISA (k=0,586), Serazym
ELISA i In-house ELISA (k=0,532), Serazym ELISA i VIRapid (k=0,587),Serazym ELISA i
Western blot (k=0,569), In-house ELISA i Western blot (k=0,585) i VIRapid i Western blot
(k=0,559).
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Na osnovu vrednosti Kohenovog koeficijenta In-house ELISA i Western blot su se
pokazali kao testovi sa najmanjom saglasnoS¢u. Primenom bilo kog od ostala Cetiri testa
dobice se priblizno isti rezultati (Tabela 28).

Tabela 28. Stepen slaganja ispitivanih testova*

IgII\E/IL?;rAi\on Sélr_alzsyg\n IE-ITIO Su;e VIRapid Western blot
IgG Serion ELISA 307()6061 <Odf300021 <06?04021 <O(3,706001 <00601(321T¢
IgM Serion ELISA ffé’& <Od,5§§1 <Od,7(;3(§)1 <Od?01(;11
Serazym ELISA <O(5,503021 <O(5,5(;3071 <O(5,5(§3091
In-house ELISA <Odf350’071 <Od,5(?051
VIRapid <O(5,505091

*Vrednosti su prikazane kao : T Kohen Kappa koeficijent (K) i -verovatnoca greske procene

(p)

Tabela 29. Prikaz broja testiranih seruma u odnosu na interval testiranja u akutnoj fazi bolesti

Proteklo vreme od poc¢etka Oboleli od tularemije Kontrolna grupa Broj testiranih seruma

bolesti (meseci) n (%) n (%) n (%)
<1 22 (31,9) 13 (56,5) 35 (38,5)
2,3 32 (46,4) 6 (27,3) 38 (41,8)
4-6 13 (18,8) 3(13,6) 16 (17,6)

7-12 2(2,9) - 2(2,2)
Ukupno 69 (100,0) 22 (100,0) 91 (100,0)

U akutnoj fazi, do godinu dana od pocetka bolesti, testiran je 91 serum od ukupno 47
bolesnika. Serumi su u intervalima do 1 mesec, 1-3 meseca, 4-6 meseci i 7-12 meseci od
pocetka oboljenja. Kod obolelih od tularemije testirano je 69 seruma od 30 bolesnika a u
kontrolnoj grupi 22 seruma od 17 bolesnika. Vecina seruma je testirana u periodu do 3
meseca od pocetka bolesti kako kod obolelih od tularemije (80,3%), tako 1 u kontrolnoj grupi
(86,4%) (p=0,135) .Minimalan broj testiranih seruma po pacijentu iznosio je 1 a maksimalan
4 (Me 1, X sr 1,68) (Tabela 29).

Najvise testiranih seruma (30 od ukupno 66) kao i najviSe pozitivnih nalaza antitela je
nadeno u drugom i trecem mesecu od pocetka bolesti kod svih testova (96,7%); kod Serazym
ELISA testa (93,3%). U odnosu na zastupljenost pozitivnih nalaza, u prvih mesec dana od
pocetka bolesti najvise stvarno pozitivnih nalaza je bilo u Serazym (95,2%) i VIRapid testu
(95,0%). Nakon 2, 3 meseca u odnosu na pocetak bolesti kao i nakon 4 do 6 meseci broj
stvarno pozitivnih rezultata je ujedna¢en medu primenjenim testovima. Nakon 4-6 meseci,
primenom IgG Serion ELISA i Serazym ELISA testa 92,3% pacijenata su imali stvarno
pozitivan nalaz. Primenom ostalih testova procenat stvarno pozitivnih nalaza je bio 84,6%.
Nakon 7 do 12 meseci testirano je samo 2 seruma koji su bili stvarno pozitivni primenom svih
seroloskih testova (Tabela 30).
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Tabela 30. Komparativni prikaz rezultata koriS¢enih testova u analizi uzoraka Seruma
obolelih u akutnoj fazi bolesti

Akutna faza (meseci)

nggtlgjik' Nalaz <1 2-3 4-6 7-12  UKupno seruma
n=22 n=32 n=13 n=2 n=69
. Sp 18(857) 29(%.7) 12(923) 2(100,0) 61 (92.4)
IgG Seron ELISA /' 543y  1(33)  1(7.7) i 5 (7,6)
. Sp 19(905) 29(%.7) 11(846) 2(100,0) 61 (92.4)
IgM Seron ELISA ' "5 95)  1(33) 2(154) - 5 (7,6)
Sp 20(952) 28(933) 12(923) 2(100,0) 62 (93.9)
SerazymELISA ' 1) 267 1(1.7) i 4(6,1)
_ Sp 13(650) 29(%.7) 11(84.6) 2(100,0) 55 (84.6)
In-house ELISA ' 7'350) 1(33) 2(15.) i 10 (15.4)
IRaoid Sp 19(950) 29(%.7) 11(846) 2(100,0) 61 (92.4)
P Ln 1(50) 1(33) 2(154) - 5 (7,6)
Sp 18(85.7) 29(%.7) 11(846) 2(100,0) 60 (90.9)
Western blot Ln  3(143) 1(33) 2(154) i 6 (9,1)

Broj pozitivnih nalaza seruma tokom ispitivanog perioda je ujednacen. Utvrdeno je da
ne postoji statisticki znacajna razlika u broju pozitivnih nalaza tokom vremena kod testova
IgG Serion ELISA (p=0,673), IgM Serion ELISA (p=0,876), Serazym (p=0,912), VIRapid
(p=0,876), Western blot (p=0,740). Broj pozitivnih nalaza tokom vremena se statisticki
znacajno razlikuje jedino primenom In-house ELISA testa (p=0,031) (Tabela 30).

Tabela 31. Komparativni prikaz rezultata koriS¢enih testova u analizi uzoraka seruma i
bioptata obolelih u periodu od 1 do 11 godina

Imunodijagnosticki Period pracenja ( godine)
testovi Nalaz 1-3 4-7 8-11 Ukupno
n=16 n=31 n=41 n=88

. Sp |16(100,0) 31(100,0) 39 (95,1) | 86 (97,7)

IgG Serion ELISA n i i 2 (4,9) 2 (2.3)
. Sp | 15(93,8) 28(90,3) 37(92,5) | 80(92,0)

IgM Serion ELISA Ln | 162  3(34) 3(75 | 7(80)
Serazym ELISA Eﬁ 16 (1_00,0) 31 (1_00,0) 40 (1_00,0) 87 (1_00,0)
] Sp | 14(87,5) 19(61,3) 31(75,6) | 64 (72,7)
In-house ELISA Ln | 2(125) 12(38.7) 10(24.4) | 24 (27.3)
VIRapid Eﬁ 16 (1_00,0) 31 (1_00,0) 41 (1_00,0) 88 (1_00,0)
Sp | 15(93,8) 27(87,1) 37(90,2) | 79 (89,8)

Western blot Ln | 1(11) 4(129) 4(9.8) | 9(10,2)
P Sp | 3(60,00 3(100,0) 7(583) | 13(65,0)*

Ln | 2(40,0) - 5(41,7) | 7(350)

* [IP radena kod 20 bolesnika
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Ukupno je praceno 88 pacijenata u periodu od 1 do 11 godina od pocetka bolesti. Od
svakog pacijenta uzet je po jedan kontrolni uzorak seruma koji je testiran sa vise seroloskih
testova. Analizom dobijenih rezutata, nakon testiranja seruma u periodu od 1 do 11 godina od
pocetka bolesti, pokazano je da IgG Serion ELISA, Serazym ELISA i VIRapid imaju
ujednacen broj stvarno pozitivnih uzoraka odnosu na proteklo vreme od pocetka bolesti.
Serazym ELISA i VIRapid test pokazuju 100% pozitivnost nalaza koja se odrzava tokom
celog ispitivanog perioda. Kod IgG Seriona ELISA testa, do 7 godina svi nalazi su stvarno
pozitivni, a nakon 7 godina procenat stvarno pozitivnih je 95,1%. IgM Serion ELISA testom
takode je ujednacen broj stvarno pozitivnih pacijenata u odnosu na proteklo vreme od pocetka
bolesti 1 krec¢e se od 90,3% do 93,8%. Sli¢ni rezultati su dobijeni i Western blot testom. In
house ELISA testom neSto je manji udeo stvarno pozitivnih u odnosu na ostale testove i krece
se od (87,5%) u periodu od 1 do 3 godine, do (61,3%) od 4 do 7 godina.

Metoda indirektne imunoperoksidaze je primenjena u analizi 20 uzoraka bioptata
limfonodusa obolelih od tularemije. U grupi od 1 do 3 godine 60,0% pacijenata je imalo
stvarno pozitivan nalaz, u grupi od 4 do 7 godina svi pacijenti su imali stvarno pozitivan nalaz
i u grupi od 8 do 11 godina 58,3% pacijenata je imalo stvarno pozitivan nalaz (Tabela 31).

Tabela 32. Prikaz rezultata 1gG i IgM antitela na F. tularensis u odnosu na period testiranja

Vremenski Broj Pozitivan nalaz  Pozitivan nalaz
period bolesnika IgG IgM

(godine) n n (%) n (%)
1 5 5 (100,0) 5 (100,0)
2 6 6 (100,0) 5 (83,3)
3 5 5 (100,0) 5 (100,0)
4 - - -
5 7 7 (100,0) 5(71,4)
6 14 14 (100,0) 14 (100,0)
7 10 10 (100,0) 9 (90,0)
8 16 16 (100,0) 15 (93,8)
9 1 1 (100,0) 1 (100,0)
10 7 6 (85,7) 7 (100,0)
11 17 16 (94,1) 14 (82,4)

Ukupno 88 86 (97,7) 80 (90,9)

U tabeli je prikazan broj pacijenata sa pozitivnim nalazom IgG i IgM antitela u odnosu
na proteklo vreme od pocetka bolesti. IgG Serion test je dao 100% pozitivne rezultate do 9
godina od pocetka bolesti, potom pozitivnost blago pada posle 10. godina — 85,7% a onda
blago raste posle 11. godina — 94,1%. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u
broju pozitivnih nalaza IgG antitela u odnosu na proteklo vreme od pocetka bolesti (p=0,342).
Evidentno je odrzavanje pozitivnosti 1gG antitela i 11 god posle infekcije.

Pozitivan nalaz IgM antitela se kretao od 71,4% do 100,0%. Utvrdeno je da ne postoji
statisti¢ki znacajna razlika u broju pozitivnih nalaza IgM antitela u odnosu proteklo vreme od
pocetka bolesti (p=0,432) (Tabela 32, Grafikon 4).
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Tabela 33. Rezultati seroloskih testova za dokazivanje ukupnih antitela na antigene F.
tularensis u odnosu na period testiranja

Vremenski Broj Serazym In-house Western

period bolesnika ELISA ELISA VIRapid blot

(godine) n n (%) n (%) n (%) n (%)
1 5 5(100,0) 4(80,0) 5(100,0) 5(100,0)
2 6 6 (100,0) 6(100,0)0 6(100,00) 5(83,3)
3 5 5(100,0) 4(80,0)0 5(100,0) 5(100,0)
4 - - - - -
5 7 7(100,0)0 5(71,4)  7(100,0) 6 (85,7)
6 14 14 (100,0) 6(42,9) 14(100,0) 12(85,7)
7 10 10 (100,0) 8(80,0) 10(100,0) 9(90,0)
8 16 16 (100,0) 11(68,8) 16(100,0) 16 (100,0)
9 1 1(100,0) 1(100,0) 1(100,0) 1(100,0)
10 7 7(100,0) 5(71,4)  7(100,0) 6 (85,7)
11 17 17 (100,0) 14(82,4) 17(100,0) 14 (82,4)

Ukupno 88 88 (100,0) 64 (72,7) 88(100,0) 79 (89,8)

Tokom perioda od 1 do 11 godina od pocetka bolesti, svi ispitivani serumi (100%) u
Serazym i VIRapid testu su dali pozitivnu reakciju. Primenom In-house ELISA testa procenat
pozitivnog nalaza u odnosu na vreme testiranja se kretao od 42,9% do 100,0%. Western blot
je bio pozitivan kod vecine pacijenata ( 82,4% -100,0%) u odnosu na proteklo vreme od
pocetka bolesti (Tabela 33, Grafikon 4).

120
100 - Y, /\
g XX
‘—g‘? 80 - —1gG
< —
E 60 IgM
= \/ Serazym
S 40
o\?; VIRapid
20 In-house ELISA
Wetern blot
0

1 2 3 5 6 7 8 9 10 11

Godine

Grafikon 4. Dinamika pozitivnih nalaza specifi¢nih antitela u u posmatranom periodu
primenom navedenih testova

Primenom indirektne imunoperoksidazne metode, od 20 analiziranih bioptata limfnih
¢vorova U 65% je dokazan antigen na LPS F. tularensis. Specifican antigen je detektovan u
33,3% do 100,0% uzoraka obolelih od tularemije u ispitivanom periodu. Najveci broj analiza
IIP je obavljen nakon 10 godina od uzimanja bioptata kada je procenat pozitivnih nalaza
iznosio 66,7%. Utvrdeno je da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u broju pozitivnih nalaza
imunohistohemije u odnosu na period testiranja (p=0745) (Tabela 34).
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Tabela 34. Rezultati imunohistohemijske analize uzoraka tkiva obolelih od tularemije

Proteklo vreme Pozitivan nalaz Negativan nalaz

(godine) n (%) n (%)
1 - -
2 2 (66,7) 1(33,3)
3 1 (50,0) 1 (50,0)
4 1 (100,0) -
5 - -
6 1 (100,0) -
7 1 (100,0) -
8 - -
9 1(33,3) 2 (66,7)
10 4 (66,7) 2 (33,3)
11 2 (66,7) 1(33,3)
Ukupno 13 (65,0) 7 (35,0)

Tabela 35. Nalaz specifi¢nih antitela 1gG i IgM klase na F. tularensis u serumima obolelih u

odnosu na period testiranja

Period testiranja Broj bolesnika Pozitivan nalaz Pozitivan nalaz
(godine) n (%) 19G 'gM
n (%) n (%)
1-3 16 (18,2) 16 (100,0) 15 (93,8)
4-7 31 (35,2) 31 (100,0) 28 (90,3)
8-11 41 (46,6) 39 (95,1) 37 (90,2)
Ukupno 88 (100,0) 86 (97,7) 80 (90,9)

U tabeli je prikazan nalaz 1gG i IgM antitela na F. tularensis u serumima pacijenata,
testa Serion ELISA classic, u odnosu na vreme testiranja. Svi serumi pacijenata (100%) su
imali pozitivan nalaz IgG antitela Serion ELISA classic testa do 7 godine od pocetka bolesti.
Broj pozitivnih nalaza IgG antitela na F. tularensis je neznatno pao u periodu od 8 do 11
godina od pocetka bolesti (95,1%). Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u
broju pozitivnih nalaza IgG antitela u odnosu na vemenske intervale testiranja (p=0,309).

Pokazano je da je najve¢i broj pozitivnih nalaza IgM antitela registrovan u grupi
bolesnika od 1 do 3 godine od pocetka bolesti (93,8%), a u ostalim grupama procenat
pozitivnih nalaza je bio skoro jednak (90,3% odnosno 90,2%). Daljom analizom je pokazano
da se IgM antitela odrzavaju tokom ispitivanog perioda. Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika
u njihovom nalazu u odnosu na proteklo vreme od pocetka bolesti (p=0,908) (Tabela 35).

Tabela 36. Nalaz ukupnih antitela na F. tularensis u serumima obolelih primenom ostalih
imunodijagnostickih testova u odnosu na vremenske intervale testiranja

Vremenski Broj Serazym In-house Western
interval bolesnika ELISA ELISA VIRapid blot
(godine) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

1-3 16 (18,2) | 16 (100,0) 14 (87,5) 16(100,0) 15(93,8)
4-7 31(35,2) | 31(100,0)0 19(61,3) 31(100,0) 27(87,1)
8-11 41 (46,6) | 41(100,0) 31(75,6) 41(100,0) 37(90,2)
Ukupno  88(100,0) | 88 (100,0) 64 (72,7) 88(100,0) 79 (89,8)
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Analizirani serumi pacijenata bili su pozitivni u Serazym Elisa i VIRapid testu. Procenat
pozitivnog nalaza u In-house ELISA testu se kretao od 61,3% do 87,5%. Western blot je bio
pozitivan kod 93,8% pacijenata u periodu do 3 godine od pocetka bolesti, potom pozitivnost
blago pada od 4 do 7 godine (87,1%) i ponovo blago raste od 8 do 11 godine (90,2% p). Ne
postoji statisticki znacajna razlika u broju pozitivnih nalaza u odnosu na vremenske intervale
testiranja (Serazym ELISA p=1,0, In-house ELISA p=0,136, VIRapid p=1,0, Western blot
p=0,768) (Tabela 36).

Tabela 37. Broj pozitivnih testova koji su koris¢enih u seroloskoj dijagnostici tularemije

Broj pozitivnih

testova Broj pacijenata %
! / 6,2
2 4 3,5
3 2 1,8
z ! 6,2
> 24 21,2
° 63 55,8
! 6 53

Ukupno 113 100,0

Od 113 obolelih od tularemije vecina je imala 6 pozitivnih testova - 63 bolesnika
(55,8%), zatim 5 pozitivnih testova-24 bolesnika (21,2%). Svih 7 pozitivnih testova imala su
6 bolesnika. Prosecan broj pozitivnih testova po bolesniku iznosio je 5,21, Me 6,0, Min 1 Max
7, SD 1,48. (Tabela 37, Grafikon 5)

Tabela 38. Broj negativnih testova kod obolelih od tularemije

Broj negativnih

testova Broj pacijenata %
. 62 54,9
! 34 30,1
2 12 10,6
3 5 4,4

Ukupno 113 100.0

Od ukupno 8 dijagnostickih testova, najveci broj obolelih od tularemije nije imao
nijedan negativan test (svih 8 je bilo pozitivno kod 62 ili 54,9% bolesnika). Jedan negativan
test imalo je 34 (30,1%) bolesnika a 2 negativna testa 12 (10,6%) bolesnika. Prosecan broj
negativnih testova po bolesniku iznosio je 0,65 (Tabela 38).

U kontrolnoj grupi (n=111) najveéi broj pacijenata je imao 2 negativna testa - 29
bolesnika (26,1%), zatim 3 negativna testa - 27 bolesnika (24,3% ) i 6 negativnih testova
(19,8%). Prosecan broj negativnih testova po bolesniku iznosio je 3,64. Na grafikonu se ne
vidi linearna zavisnost broja pozitivnih i negativnih testova i pacijenata kao Sto bi se
o¢ekivalo. Ovo je iz razloga $to nisu Svi serumi pacijentata iz grupe obolelih kao i iz
kontrolne grupe testirani svim testovima. Dok je u grupi obolelih najve¢em broju pacijenata
radeno 6 testova, u kontrolnoj grupi najveem broju pacijenata je radeno 3 i1 6 testova
(Grafikon 5).
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Grafikon 5. Odnos broja pozitivnih i negativnih testova kod obolelih i u kontrolnoj grupi

Kod izra¢unavanja broja pozitivnih testova po bolesniku, uzeti su u obzir testovi ( IgG
Serion ELISA, IgM Serion ELISA, Serazym ELISA, ELISA in house, VIRapid, Western blot
i IIP). Prosecan broj pozitivnih testova po bolesniku je iznosio 5,21+1,48, a negativnih
0,65+0,84. Najveci broj pozitivnih testova po bolesniku je zabeleZzen posle godinu dana od
pocetka bolesti (6,20+0,084), a najmanji nakon 10 godina od pocetka bolesti (4,20+2,39).
Najveci broj negativnih testova je registrovan nakon 1 godine od pocetka bolesti (2,60+2,70)
a najmanji nakon 3 godine od pocetka bolesti (0,33+0,052). Ne postoji statisticki znacajna
razlika u broju pozitivnih i negativnih testova po bolesniku u odnosu na vreme testiranja (za
pozitivne testove p=0,638 a za negativne p=0,208) (Tabela 39).

Prosecan broj pozitivnih testova U svim uzorcima seruma ukljucujuéi i parne i kontrolne
iznosio je 5,28+1,45. Ovaj broj se statisticki zna¢ajno ne razlikuje u odnosu na prosecan broj
pozitivnih testova kod pacijenata kojima je uzet samo jedan serum (p=0,720).

ProseCan broj negativnih testova na svim serumima ukljucujuci i kontrolne iznosio je
0,61+1,05. Ovaj broj se statisticki znacajno ne razlikuje u odnosu na prose¢an broj negativnih
seruma kod pacijenata kojima je uzet samo jedan serum (p=0,752).

Prosecan broj pozitivnih testova po bolesniku je statisticki znacajno ve¢i u odnosu na
prosecan broj negativnih testova kod obolelih od tularemije (t=28,484, p<0,001) (Tabela 39).

60



Rezultati

Tabela 39. Broj pozitivnih i negativnih testova po bolesniku u odnosu na proteklo vreme od
pocetka bolesti*

Vreme testiranja

Broj bolesnika (%) Broj pozitivnih testova Broj negativnih testova

(godine)
ST v W
275 mesees 62 6,03'?17,16(2)'-?00) °
4 - 6 meseci 3(2,6) 6 O
7 - 12 meseci 1(0,9) 6 0
' >4 6,08'?5?,168'-%}00) 2,03’((33%(2)’-77(,)00)
i 162 6,360?5%861-%0) 1,08’5(3338’-%(,)00)
i °6I 6,08%57,16%—17‘,100) o,og’?f%%fom
4 N - _
° 62 6,08'?;163'-27?00) 1,0%?3%3—%?00)
° e (124 5,08'?4?,168'-76?00) 1,08{0138’-72?00)
! =GO 6,08%5?,163'-%?00) 0,08’?3,38’-%?00)
X 1o (42 6,08'((353168'-56?00) 0,08’?838’-?00)
9 1(0,9) 0 0
o 069 5,03,?2,16%-3;?00) 1,08{8%%—%?00)
- 18 (359 6,08%27,163,-56?00) 0,08’?838’-%?00)
Ukupno 113 (100,0) 5,21+1,48 0,65+0,84

6,00 (1,00-7,00)

0,00 (0,00-3,00)

*Vrednosti su date kao T XsrxSD ili ¥ Me (Min-Max), u zavisnosti od tipa rasporeda

Tabela 40. Rezultati ukrStene reaktivnosti antigeno srodnih bakterija sa Yersinia spp. u grupi
obolelih od tularemije i u kontrolnoj grupi

Kontrolna grupa
Yersinia recomLine test Oboleli Ddg ~ Brucella Brucella Yersinia Yersinia
tularemije  pozitivni negativni  pozitivni negativni | Ukupno
n=31 n=20 n=10 n=30 n=20

Pozitivni Yersinia spp 22/103 6/23 6/20 3/10 19/30 - 34/103

Y.enterocolitica 13/103 2/23 - - 5/30 - 7/103

Y. pseudoTBC 11/103 - 1/20 - 6/30 - 7/103

Negativni 57/103 15/23 13/20 7/10 20/20 55/103

Nije radeno 10/113 8/31 - - 8/111
Ukupno 103/113 | 23/111 20/111 10/111 30/111  20/111 | 103/111
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Kod 46 od 103 (44,7%) seruma obolelih kojima je raden Yersinia recomLine test
nadena su pozitivna antitela na jersiniju. Od njih je kod 13 dokazana Yersinia enterocolitica,
kod 11 Yersinia pseudotuberculosis a preostalih 22 nije moglo biti odredeno kojoj vrsti
pripadaju pa su Cinili Yersinia spp. U kontrolnoj grupi 48 od 103 (46,6%) seruma pacijenata
kojima je raden Yersinia recomLine test je imalo pozitivna antitela prema vrstama roda
Yersinia. Od njih je kod 7 potvrdena Yersinia enterocolitica, kod 7 Yersinia
pseudotuberculosis a kod preostalin 34 Yersinia spp. Utvrdeno je da ne postoji statisticki
znacajna razlika u zastupljenosti antitela na jersiniju izmedu obe ispitivane grupe (p=0,889)
(p=0,265) (Tabela 40).

Tabela 41. Rezultati ukrstene reaktivnosti F.tularensis sa vrstama Yersinia spp. i Brucella
spp. u kontrolnoj grupi
19G IgM In-

. . Serazym .. Western  Yersinia
Serion  Serion house  VIRapid .
ELISA ELISA ELISA ELISA blot recomLine
DDg 123 422 7123 123 3123 8/23 8/23
tularemije
Brucella 2020 320 2/20  2/20 720  10/20 7120
pOthlVﬂI
Brucella 110 110 110 110  4/10 1/10 3/10
negativni
Yersinia spp. . 19/30 130  1/30 0/1 30/30
pOthlVﬂI
Dobrovoljni
davaoci krvi ; ; 420 120 1/20 0/2 0/20

(Yersinia neg)

0.9

0.8

0.7

mIgG
0.6

HigM

0.5 W Serazym

0.4 M In-house ELISA
0.3 m VIRapid
0.2 uWB
0.1 - L Yersinia recomline
0 -
DDg

Brucella  Brucella  Yersinia Dobrovoljni
tularemije pozitivni  negativni spp davaoci
pozitivni

odnos pozitivni/ukupan broj testiranih

Grafikon 6. Ukrstena reaktivnost F.tularensis sa Yersinia spp. i Brucella spp. u kontrolnoj gr.
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Tabela 41 prikazuje pozitivan nalaz antitela na F.tularensis i Yersinia spp. u serumima
bolesnika kontrolne grupe, koriséenim seroloskim testovima. Najmanji broj pozitivnih nalaza
antitela na F.tularensis dobijen je primenom IgG ELISA i in-house ELISA testa, potom IgM
ELISA testa. VIRapid testom dobijena je skoro tre¢ina pozitivnih nalaza antitela na
F.tularensis (7 od 20) u grupi Brucella pozitivnih seruma. WB testom je nadeno 50% antitela
na F.tularensis u serumima obolelih od bruceloze i 34,85% u serumima bolesnika sa DDg
tularemije. Serazym ELISA testom je ustanovljena ukrstena reaktivnost sa F.tularensis u ¢ak
63,3% Yersinia pozitivnoj grupi i 30,4% u grupi Ddg tularemije. Imunoenzimskim Yersinia
recomLine testom otkriveno je prisustvo antitela na vrste roda Yersinia kod 8 od 23 (34,8%)
obolelih od limfadenopatija razli¢ite geneze, kod 7 od 20 bolesnika sa bruceozom (35%) i 3
od 10 bolesnika (30%) kod kojih je bruceloza isklju¢ena (Tabela 41, Grafikon 6).

4.3.3. Imunohistohemijsko ispitivanje uzoraka limfnih ¢vorova pacijenata sa
granulomatoznim limfadenitisom

Ukupno je ispitano 26 bioptata limfnih ¢vorova: 19 sa seroloSkom potvrdom na
tularemiju, 5 bez seroloske potvrde i 2 sa negativnim seroloSkim rezultatima na antigene
F.tularensis. Za pozitivnu kontrolu korisc¢eno je tkivo slezine inficiranog kunic¢a. Korisc¢ena je
metoda indirektne imunoperoksidaze sa primenom primarnih monoklonskih antitela
specificnih za F. tularensis: mab FT 11/1/1 i mab 3FT6 kao i nespecifi¢énih za negativnu
kontrolu: mab C16-protiv BVDV.

Rezultati:

Uzorak slezine kuni¢a (pozitivna kontrola) je bio pozitivan u navedenom testu (IHH)
primenom oba Francisella-specificna monoklonska antitela i negativan primenom
nespecificnog mab C16. Svi bioptati limfnih ¢vorova su bili negativni u reakciji sa
nespecifiénim mab C16 (nije bilo lazno pozitivnih reakcija).

Od 19 uzoraka sa seroloskom potvrdom na tularemiju, 9 je bilo pozitivno koris¢enjem
imunohistohemijske metode sa mab 3FT6 na antigen F. tularensis, a samo 2 uzorka od 9
potvrdenih sa mab 3FT6 na antigen F. tularensis je bilo pozitivno i sa mabFT 11/1/1.
Preostalih 10 uzoraka je bilo negativno primenom oba monoklonska antitela od ¢ega je bilo 7
laZzno negativnih i 3 stvarno negativna. MabFT 11/1/1 se pokazao kao manje senzitivan.

Od 5 uzoraka bez seroloske potvrde na tularemiju, 4 je bilo pozitivno nakon IHC na
F.tularensis koris¢enjem mab3FT6, a samo jedan od 4 uzorka je bio pozitivan koris¢enjem
manje senzitivnog mabFT 11/1/1. Preostali 1 uzorak je bio negativan primenom oba
monoklonska antitela.

Dva uzorka pacijenta seroloski negativnih na tularemiju su takode bila negativna
koris¢enjem IHC na F.tularensis primenom oba monoklonska antitela. (Grafikon br 7)
Franscella tularensis je detektovana multifokalno u podru¢jima nekroze i/ili u makrofagima u
pozitivnim uzorcima. Mikroskopski je uo¢en veoma nizak broj obelezenih bakterija u vecéini
slu¢ajeva. Nesto veci broj obelezenh bakterija je viden samo u 4 slu¢aja (Slike 19 i 20).
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Grafikon 7. Rezultati imunohistohemijskog ispitivanja pacijenata sa granulomatoznim limfadenitisom
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4.4. Terapija i ishod bolesti

Tabela 42. Prebolni¢ko i bolnicko lecenje kod obolelih od tularemije

Lecenje
Terapija Prebolnicko  Bolnic¢ko p
n (%) n (%)
Bez terapije 13 (11,5) 0
Neadekvatna 51 (45,1)* 2 (1,8) <0,001
Adekvatna 9(7,9 77 (68,1)* <0,001

Polipragmazija 23 (20,4) 22 (19,5) 0,448
Bez podataka 17 (15,0) 12 (10,6)
Ukupno 113 (100,0) 113 (100,0)

Pre hospitalizacije 11,5% obolelih nije le¢eno, 45,1% je leCeno neadekvatno, 7,9 % je
leceno adekvatno, 20,4% je primalo meSovitu antibiotsku terapiju (polipragmazija), a 15,0%
bolesnika nema podataka o lecenju. Polipragmazija je podrazumevala primenu polimikrobne
terapije u kojoj su bili odgovarajuci ali i ostali antibiotici. Kod naSih hospitalizovanih
bolesnika leCenih bolesnika (n=101) adekvatna terapija je primenjena kod 76,2%,
neadekvatna kod 2,0%, a meSovita kod 21,8% obolelih. Neadekvatna terapija u
prehospitalnom periodu je statisticki znaCajno zastupljenija u odnosu na istu terapiju u
hospitalnom periodu (x2=75,69, p<0,001). Zastupljenost adekvatnog bolnickog lecenja u
hospitalnom periodu je statisticki znacajno vec¢a u odnosu na njenu zastupljenost u
prehospitalnom periodu (x*=75,66, p<0,001). Polipragmazija je podjednako zastupljena u oba
perioda leCenja i povecava procenat neadekvatnog leCenja za oko 20% (p=0,448) (Tabela 42).

" 19: 19%

o Monoterapija
B Kombinovana sukcesivna terapija

OKombinovana polivalentna terapija

Grafikon 8. Antibiotska terapija kod obolelih od tularemije

Od 113 bolesnika, antibioticima je leCeno ukupno 101. Monoterapijom je tretirano 32
pacijenta (28,3%), kombinovanom terapijiom 69 (61,1%), a za 12 bolesnika(10,6%) nije bilo
podataka o leCenju. Kombinovanom polivalentnom terapijom je leceno 19 (18,8%) a
kombinovanom sukcesivnom 50 bolesnika (49,5%) (Grafikon 8).
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Grafikon 9. Definitivna Sema primenjenih antibiotika

Adekvatnu antimikrobnu terapiju je primalo 99 pacijenata. Pacijenti su tretirani
slede¢im antibioticima: 1. gentamicin (18 pacijenata, 18,2%), 2. streptomicin (2 pacijenta,
2,0%), 3.amikacin (6 pacijenata, 6,1%), 4.ciprofloksacin (8 pacijenata, 8,1%), 5. doksiciklin
(3 pacijenta, 3,0%), 6.aminoglikozid i doksiciklin (20 pacijenata, 20,2%), 7. aminoglikozid i
ciprofloksacin (32 pacijenata, 32,3%), 8. ciprofloksacin i doksiciklin (2 pacijenta, 2,0%), 9.
aminoglikozid, ciprofloksacin i doksiciklin (8 pacijenata, 8,1%). Definitivna Sema
primenjenih antibiotika prikazana je na grafikonu 9.

Tabela 43. Vrsta antimikrobne terapije i duzina bolni¢kog lecenja

o Duzina lecenja (u danima)

Vrsta antibiotika xst SD CV . Me Min Max
Gentamicin (n=74) 10,43 6,31 60,5 10,00 4,00 42,00
Streptomicin (n=9) 9,14 1,46 15,97 10,00 6,00 10,00
Amikacin (n=10) 6,90 2,33 33,77 7,00 2,00 10,00
Ciprofloksacin (n=49) 11,06 5,70 51,54 10,00 5,00 30,00
Doksiciklin (n=33) 8,64 382 4421 7,00 5,00 21,00

Najveci broj bolesnika je primao gentamicin (74), slede ciprofloksacin (49), doksiciklin
(33), amikacin (10) i streptomicin (9). U pogledu duzine bolni¢kog leenja najkrac¢e bolni¢ko
leCenje iznosilo je Xsr=6,90, Me=7,00 dana kod primene amikacina. Najduze bolnicko
leCenje bilo je Xsr=11,06 1 Me=10 dana kod lecenja ciprofloksacinom. Utvrdeno je da ne
postoji statisticki znacajna razlika u duzini le€enja primenjenim antibioticima (p=0,100)
(Tabela 43).
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Tabela 44. Vrsta kombinovane terapije i duzina bolni¢kog leCenja

Duzina lecenja (u danima)

Kombinacija antibiotika xst SD oV Me Min  Max

Gentamicin i doksiciklin (n=20) 16,90 5,92 35,03 16,00 8,00 30,00
Gentamicin i ciprofloksacin (n=32) 22,52 12,40 55,06 19,00 13,00 60,00
Ciprofloksacin i doksiciklin (n=2) 19,00 2,82 14,84 19,00 17,00 21,00

Gentamicin, ciprofloksacin i doksiciklin (n=8) 30,75 15,58 50,41 28,50 16,00 58,00

Medu kombinovanom terapijom najve¢i broj bolesnika je primao gentamicin i
ciprofloksacin (n=32), potom gentamicin i doksiciklin (n=20), gentamicin, ciprofloksacin i
doksiciklin (n=8) a najmanje bolesnika (n=2) je primalo ciprofloksacin i doksiciklin.
Kombinovana terapija je pretezno bila suksesivna.

Najkra¢e boni¢ko lecenje iznosilo je Xsr=16,9 Me =16,0 dana kod lecenja
gentamicinom i doksiciklinom, a najduze Xsr=30,75, Me=28,50 dana kod kombinacije
gentamicin, ciprofloksacin i doksiciklin.

Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u duzini bolnickog lecenja u odnosu
na vrstu kombinovane terapije (Krsukal-Wallis test: ¥2=8,091, p=0,044). Mann-Whitney U
test pokazuje da su oboleli od tularemije koji su leCeni kombinacijom gentamicina,
ciprofloksacina i doksiciklina imali statisti¢ki znac¢ajno duze bolni¢ko le¢enje od obolelih koji
su leCeni kombinacijom gentamicina i doksiciklina (z=-2,501, p=0,011). Pacijenti koji su
leceni gentamicinom i ciprofloksacinom imali su statisticki znacajno duze lecenje u odnosu na
pacijente le¢ene gentamicinom i doksiciklinom (z=-2,033, p=0,042) (Tabela 44).

Tabela 45. Prose¢na duzina primene antibiotske terapije kod obolelih od tularemije

DuzZina lecCenja (u danima)
Xsr  SD CV Me Min Max
Monoterapija (n=32) 13,09 6,51 49,73 11,00 5,00 36,00
Kombinovana (n=69) 21,22 11,36 53,53 17,00 6,00 61,00

Prosec¢no trajanje monoterapije iznosilo je 13,0 dana a kombinovane 21,2 dana. Trajanje
kombinovane terapije bilo je statisticki znacajno duze u odnosu na trajanje monoterapije (z=-
5,441, p<0,001) (Tabela 45).

Kombinacija antibiotika

Tabela 46. Ukupno trajanje le¢enja kod obolelih od tularemije

Trajanje terapije (broj dana)
Xsr SD Cv Me Min Max
Prehospitalna 15,51 11,08 71,44 10,00 2,00 60,00
Hospitalna 19,05 10,48 56,60 17,00 5,00 61,00
Ukupna 32,77 19,85 60,6 29,00 8,00 150,00

Pre hospitalizacije duzina terapije je bila 15,51+11,08 dana. Minimalno prehospitalno
lecenje je trajalo 2 dana, a maksimalno 60 dana. Za vreme hospitalizacije duZina terapije je
bila 19,05+10,48 dana. Najkrace hospitalno lecenje je trajalo 5 dana, a najduze 61 dan.
Ukupno lecenje je trajalo 32,77+19,85 dana. Najkrace ukupno lecenje je bilo 8 dana, a
najduze ukupno lecenje je trajalo 150 dana. Obolele od tularemije karakteriSe velika
individualna varijabilnost u duzini prehospitalnog, hospitalnog i ukupnog le¢enja (Tabela 46).

Terapija
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Grafikon 10. Distribucija zapocetog adekvatnog leCenja u ispitivanim grupama

U grupi obolelih od tularemije, od ukupno 99 adekvatno leCenih bolesnika, lecenje
zapoceto u periodu kra¢em od 3 nedelje od pocetka bolesti je imalo 46 pacijenata (46,5%), a
kod 53 pacijenta (53,5%) je adekvatno lecenje zapoceto nakon 3 nedelje od pocetka bolesti. U
grupi lecenih pacijenata sa diferencijalnim dijagnozoma tularemije kod 17 pacijenata (81,0%)
je zapoceto lecenje do 3 nedelje od pocetka bolesti, a kod 4 pacijenta (19,0 %) lecenje je
zapoceto nakon 3 nedelje. Kod obolelih od tularemije je znacajno kasnije zapoceto adekvatno
le€enje u odnosu na kontrolnu grupu (x*=6,94 p=0,008) (Grafikon 10).

Tabela 47. Pojava komplikacija u zavisnosti od vremena zapocinjanja adekvatnog le¢enja
kod obolelih od tularemije

Sa komplikacijama Bez komplikacija Ukupno

Adekvatno lecenje

n (%) n (%) n (%)
< 3 nedelje 10 (23,2) 36 (64,3) 46 (46,5)
> 3 nedelje 33 (76,7)* 20 (35,7) 53 (53,5)
Ukupno 43 (100,0) 56 (100,0) 99(100,0)

*p<0,001

Bolesnici koji nisu imali komplikacije u 64,3% slucaja su adekvatno leceni do 3 nedelje
od pocetka bolesti. Dve tre¢ine komplikacija (76,6%) su se javile nakon kasnog zapocinjanja
adekvatnog lec¢enja. Komplikacije se statisticki znacajno ¢eSce javljaju kod pacijenata Cije je
leCenje zapo&eto nakon 3 nedelje od podetka bolesti (y°=14,85, p<0,001) (Tabela 47).

Tabela 48. Vrsta komplikacija u zavisnosti od vremena zapocinjanja adekvatnog le¢enja kod
obolelih od tularemije

Komplikacije
Adekvatno lecenje | Apscedirajuci - Perzistentna
; ) Recidiv . "
limfadenitis limfadenopatija
< 3 nedelje (n=46) | 8 (17,4%) 7 (15,2%) 0

> 3 nedelje (n=53) | 31 (58,5%)* 11(20,8%) 4 (6,6%)
Ukupno (n=99) 39 (39,4%) 18 (182%) 4 (4,0%)

*p<0,001
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Apscediraju¢i limfadenitis je registrovan kod 17,4% od 46 pacijenta kod kojih je
adekvatno lecenje zapoceto do 3 nedelje od pocetka oboljenja i 58,5% od 53 pacijenta sa
zapocetim adekvatnim leCenjem nakon 3 nedelje od pocetka oboljenja. Utvrdeno je da postoji
statisticki znaCajna povezanost izmedu pojave apscedirajueg limfadenitisa i vremena
zapoginjanja adekvatnog leenja (x*=15,74, p<0,001).

Recidiv je zabelezen kod 15,2% bolesnika adekvatno le¢enih unutar 3 nedelje od
pocetka oboljenja 1 kod 20,8% adekvatno lecenih nakon 3 nedelje od pocetka oboljenja.
Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna povezanost izmedu pojave recidiva i vremena
zapocinjanja adekvatnog leCenja (p=0,651).

Perzistentna limfadenopatija je ustanovljena 6,6% bolesnika sa adekvatnim le¢enjem
nakon 3 nedelje od pocetka oboljenja. Utvrdeno je da ne postoji statistiCki znacajna
povezanost u pojavi perzistentne limfadenopatije i vremena zapocinjanja adekvatnog le¢enja
(p=0,121) (Tabela 48).

Tabela 49. Ishod bolesti u odnosu na primenjenu terapiju

Izlec¢enje Komplikacije
Vrsta terapije Bez Sa Apscedirajuci Perzistentna
Pl komplikacija komplikacijama | limfadenitis Recidiv limfadenopatija
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
?;'ggg;efap”a 26 (81,2) 6 (12,8) 5(156)  1(3,1) 0
Kombinovana
terapija (N=69) 31(44.9) 38 (55,1) 35(50,7)  18(26,1) 4 (5,8)
Nema
podataka(n=12) 9 (75,0) 3(25,0) 3(2,5) 0 0
Ukupno 66 (58,4) 47 (41,6) 43(38,0) 19(16,8) 4 (3,5)
(n=113)
p=0,001

Mono terapija je najceS¢e primenjivana kod bolesnika bez komplikacija. Krajnji ishod
lecenja monoterapijom bio je izleCenje bez komplikacija u 81,2% slucajeva. Kombinovana
terapija je CeS¢e primenjivana kod komplikacija 1 dovela je do izle€enja u 55,1% slucajeva.
Najces¢e komplikacije leCene kombinovanom terapijom bile su apscediraju¢i limfadeniti
(50,7%) 1 recidivi (26,1%). Sva cetiri slucaja perzistentne limfadenopatije su se javila nakon
leCenja kombinovanom terapijom (Tabela 49). Utvrdeno je da postoji statistiCki znacajna
povezanost izmedu pojave komplikacija i vrste primenjene terapije (¥2=10,30, p=0,001).

Od 99 pacijenata lecenih odgovaraju¢om antimikrobnom terapijom kod svih je
postignuto izleCenje sa ili bez komplikacija. Dva pacijenta su leCena neodgovaraju¢om
terapijom (jedna trudnica i jedan pacijent sa pocetka epidemije). Preostalih 12 bolesnika nije
le¢eno na Infektivnoj klinici ve¢ na klinikama za ORL, hematologiju, opstu i de¢iju hirurgiju.

Najveci broj pacijenata koji su imali komplikacije lecen je kombinovanom terapijom
gentamicin i ciprofloksacin (20), gentamicin i doksiciklin (6), amikacin i longacef (6
bolesnika) (Tabela 50).
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Tabela 50. Vrsta antimikrobne terapije i ishod lecenja

Izlecenje (n=99) Komplikacije (n=61)
- " Bez Sa Apscedirajuci Perzistentna
Antimikrobna terapija komplikacija komplikacijama | limfadenitis  Recidiv limfadenopatija
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Gentamicin (n=18) 15 (83,3) 3 (16,7) 3 (16,7) 0 0
Streptomicin (n=2) 2 (100,0) 0 0 0 0
Amikacin (n=6) 0 6 (100,0) 6 (100,0) 0 0
Ciprofloksacin (n=8) 6 (75,0) 2 (25,0) 1(12,5) 1(12,5) 0
Doksicilin (n=3) 2 (66,7) 1(33,3) 1(33,3) 0 0
g‘i”ztg;“'c'” doksicilin 114 (70,0) 6 (30,0) 6(300) | 2(10,0) 1(5,0)
Gentamicin i
ciprofloksacin (n=32) 12 (37,5) 20 (62,5) 17 (53,1) 12(37,5) 2 (6,25)
Ciprofloksacin i
doksicilin (n=2) 1 (50,0) 1 (50,0) 1 (50,0) 0 0
Gentamicin,
ciproflokascin i 4 (50,0) 4 (50,0) 4 (50,0) 3(37,5) 1(12,5)
doksicilin (n=8)
Ukupno (n=99) 56 (56,6) 43 (43,4) 39 (39,4) 18(18,2) 4 (4,0

Najveci procenat izleCenja bez komplikacija imala je primena streptomicina (100%) ali

je ovu terapiju imalo samo dva pacijenta. Slede monoterapije gentamicinom (83,3%) i
ciprofloksacinom (75%), potom kombinovana terapija gentamicinom i doksicilinom (70,0%).

Najveci procenat komplikacija imala je primena amikacina kod dece (100%) najcesce u
kombinaciji sa longacefom. Apscediraju¢i limfadenitis se javio kod svih 6 lecenih
amikacinom 1 longacefom (100%). Najveci procenat recidiva dala je primena gentamicina i
ciprofloksacina (37,5%) (Tabela 50).

U odnosu na broj leCenih bolesnika i ishod terapije najveci procenat izleCenja, imala je
primena gentamicina kod pacijenata koji nisu imali komplikacije a kod pacijenata sa
komplikacijama, primena gentamicina i ciprofloksacina. Najve¢i broj komplikacija tokom
lecenja gentamicinom 1 ciprofloksacinom ¢inili su apscediraju¢i limfadeniti (17) 1 recidivi
(12).

Kortikosteroidna terapija je primenjena kao dopunska terapija kod pojave komplikacija.
Na terapiji kortikosteroidima je bilo 53 pacijenta (46,9%), 45 pacijenata nije primalo
kortikosteroide (39,8%) i za 15 pacijenata (13,3%) nema podataka. Kortikosteroidnu terapiju
je primalo 24 pacijenta (45,3%) koji su imali komplikacije i 29 pacijenata (54,7%) koji nisu
imali komplikacije. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti
kortikosteroidne terapije u odnosu na prisustvo komplikacija (p=0,577). Prosecno trajanje
koritikosteroidne terapije je bilo 6,71+£3,23, medijana 5,5 (4-8,25) dana.
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Grafikon 11. Odnos konzervativne i radikalne terapije u grupi obolelih

Kod obolelih od tularemije 76 (67,3%) pacijenata je imao konzervativnu antibiotsku
terapiju, a 37 (32,7%) hirusku intervenciju. U kontrolnoj grupi 17 (54,8%) bolesnika je imao
konzervativni a 14 (45,2%) hirurski tretman. Konzervativna terapija je bila zastupljenija u
odnosu na hirursku pri lecenju, ali ne statisticki znac¢ajno (p=0,285)(Grafikon 11).

Tabela 51. Vrsta hirurskih intervencija u tretmanu komplikacija limfadenopatije
Oboleli  Kontrolna grupa

HirurSke intervencije n=113 n=31 p
n (%) n (%)

Incizija 7 (6,2) 1(3,2) 0,286
Punkcija 4 (3,5) 0 0,119
Biopsija 13 (11,5) 8(25,8) 0,268
Ekstirpacija 6 (5,3) 5(16,1) 0,148
Kombinacija 7 (6,2) 0 0,168
Ukupno intervencija 37 (32,7) 14 (45,2) 0,285
Bez intervencije 76 (67,3) 17 (54,8)

Kod obolelih od tularemije, hirurski tretman je sproveden kod 37 od 113 ispitivanih
bolesnika (32,7%). Po jedna hirurSka metoda je primenjena kod 30 bolesnika a vise od jedne
(kombinacija hirurskih metoda) kod 7 bolesnika ( kod 3 bolesnika incizija i punkcija, kod 3
incizija i biopsija i kod jednog incizija i ekstirpacija). U najve¢em broju slucajeva je uradena
biopsija (11,5%), zatim incizija (6,2%), ekstirpacija (5,3%) i punkcija kod 3,5% pacijenata. U
kontrolnoj grupi kod 25,8% pacijenata je uradena biopsija i kod 16,1% ekstirpacija. Utvrdeno
je da ne postoji statisticki znacajna razlika u primenjivanim hirus$kim intervencijama u izmedu
grupa: incizija (p=0,286), punkcija (p=0,119), biopsija (p=0,268), ekstirpacija (0,148) i
kombinacija ( p=168) (Tabela 51).
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Tabela 52. Prikaz svih uradenih hirurskih intervencija

Hirurske intervencije ?\bg)f)“ Kontrr?l(g/i)grUpa
Incizija 13 (29,5) 1(7,1)
Punkcija 8 (18,2) 0
Biopsija 14 (31,8) 8 (57,1)
Ekstirpacija 9 (20,4) 5(35,7)
Ukupno 44 (100,0) 14 (100,0)

U tabeli je dat prikaz ukupnog broja uradenih hirurskih intervencija, ukljucujuéi vise
od 1 intervencije po jednom bolesniku. Tako je kod 37 bolesnika uradeno 44 hirursSkih
intervencija. Medu hirur§kim intervencijama najzastupljenija je bila biopsija (31,8%,), potom
incizija (29,5%) i ekstirpacija 20,4% (Tabela 52).

Tabela 53. Prehospitalni, hospitalni period i ukupno trajanje bolesti
Tularemija Kontrolna grupa

Trajanje bolesti (dani) =113 n=31 p

Prehospitalni period 36,4+36,2 24,2+34,0 0,015
Hospitalni period 18,6+11,8 11,3459 0,001
Ukupno 54,8+37,9 35,8+33,3 0,002

Prehospitalni period trajanja bolesti je bio statistiCki znacajno duzi kod obolelih od
tularemije u odnosu na kontrolnu grupu (z=-2,423, p=0,015). Hospitalni period trajanja
bolesti je bio statisticki znacajno duzi kod obolelih od tularemije u odnosu na kontrolnu grupu
(z=-3,292, p=0,001). Ukupno trajanje bolesti je bio statisticki znacajno duzi kod obolelih od
tularemije u odnosu na kontrolnu grupu (z=-3,126, p=0,002) (Tabela 53).

Tabela 54. Trajanje bolesti u odnosu na prisustvo komplikacija kod obolelih od tularemije
Sa komplikacijama Bez komplikacija

Trajanje bolesti (dani)

n=47 n=66
Prehospitalni period 48,02+43,15 25,40+27,26 0,001
Hospitalni period 23,16+14,89 13,44+5,57 <0,001
Ukupno 67,65+38,99 38,33+27,83 <0,001

Prehospitalni period kod obolelih koji su imali komplikacije iznosio je 48 dana naspram
25 dana kod obolelih bez komplikacija. Duzina hospitalizacije kod obolelih sa prisustvom
komplikacija iznosila je 23 dana nasuprot 13 dana kod obolelih bez komplikacija. Ukupno
trajanje bolesti kod obolelih sa prisustvom komplikacija iznosilo je 68 dana u odnosu na 38
dana kod obolelih bez komplikacija. Utvrdeno je da je trajanje prehospitalnog i hospitalnog
perioda kao i ukupno trajanje bolesti statisticki znacajno duze kod obolelih koji su imali
komplikacije u odnosu na one koji nisu imali komplikacije: prehospitalni period (z=-3,472,
p=0,001), hospitalni period (z=-3,599, p<0,001) i ukupno trajanje bolesti (z=-4,890, p<0,001)
(Tabela 54).

Na grafikonu 12 je prikazan broj hospitalizacija u grupi obolelih i u kontrolnoj grupi.
Kod obolelih od tularemije najveci broj pacijenata 84(74,3%) je imao jednu hospitalizaciju.
Po dve hospitalizacije je imalo 16 pacijenata (14,2%), tri hospitalizacije 4 pacijenta (3,5%) a 9
pacijenata (8,0%) nije hospitalizovano na Klinici za zarazne bolesti. Utvrdeno je da postoji
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statisticki znaCajna razlika u distribuciji razliCitog broja hospitalizacija izmedu grupa(
v*=10,02, p=0,018) (Grafikon 12).

84

O Oboleli

Broj pacijenata

H Kontrolna grupa

Jedna Dve Tri Nije
hospitalizovano

Broj hospitalizacija

Grafikon 12. Odnos broja hospitalizacija i ukupnog broja bolni¢ki leGenih pacijenata

Tabela 55. Broj hospitalizacija kod obolelin od tularemije u odnosu na prisustvo

komplikacija
Sa Bez
Broj hospitalizacija komplikacijama  komplikacija Ukupno p
n (%) n (%) n (%)

Jedna 25 (53,2) 59 (89,4) 84 (74,3) <0,001
Dve 15 (31,9) 1(1,5) 16 (14,2) <0,001
Tri 4 (8,5) 0 4 (3,5) 0,027
Nije hospitalizovano 3(6,4) 6 (9,1) 9 (8,0) 0,863
Ukupno 47 (100,0) 66 (100,0) 113 (100,0)

Najveci broj pacijenata bez komplikacija 59 (89,4%) je imao jednu hospitalizaciju. Dve
hospitalizacije je imalo 31,9% a tri hospitalizacije 8,5% pacijenata sa komplikacijama u
odnosu na 1,5% i 0 kod pacijenata bez komplikacija. Pacijenti sa komplikacijama su
hospitalizovani viSe puta u odnosu na pacijente bez komplikacija (jedna hospitalizacija:
p<0,001, dve hospitalizacije p<0,001, p=0,027) (Tabela 55).
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Tabela 56. Ukupna duzina hospitalizacije i leCenja u odnosu na broj hospitalizacija kod

obolelih
Prose¢no Broj hospitalizacija
trajanje (dani) Jedna Dve Tri p
DuZina 18,6+11,8* 14,6 £7,1 32,4+12,0 45,2144
hospitalizacije 15,0(2,0-60,0)F | 13,5(2,0-450) 32,5(17,0-55,0) 47,5(26,0-60,0) <0,001
DuZzina hospitalnog 19,0+£10,5 15,7£54 30,8+£12,1 42,0£21,5
leCenja 17,0(5,0-61) 15,0(5,0-36,0)  30,0(10,0-58,0)  43,0(21,0-61,0) <0,001
Ukupna duzina 32,8+19,8 28,4+13,6 51,0£32,2 52,2422,6
le¢enja 29,0(8,0-150) | 26,0(8,0-73,0) 43,0(10,0-150,0) 52,5(29,0-75,0) <0,001

*aritmetiCka sredina xstandardna devijacija,
1 medijana(Min-Max)

Prose¢na duzina hospitalizacije kod obolelih od tularemije iznosila je 18,6 dana, kolika
je bila i duzina hospitalnog le¢enja (19 dana). Ukupna duzina le¢enja bila je duZa posto je
obuhvatala i prehospitalno le¢enje i iznosila je 32,8 dana. Utvrdeno je da postoji statisticki
znacajna razlika izmedu prose¢ne duzine hospitalizacije, duzine hospitalnog le¢enja i ukupne
duzine leGenja (x*=60,9, p<0,001). Duzina hospitalizacije statisticki zna¢ajno raste sa brojem
hospitalizacija (x*=36,509, p<0,001), kao i duzina hospitalnog le¢enja (x°=32,611, p<0,001) i
ukupna duzina leCenja (x°=16,849, p<0,001). Pacijente obolele od tularemije karakterise
velika varijabilnost u vrednostima ukupne duzine lecenja i duzine hospitalizacije po

ispitivanim grupama.

74



Diskusija

5. DISKUSIJA

5. 1. EpidemioloSke karakteristike tularemije

Prva epidemija tularemije na podrucju jugoisto¢ne Srbije registrovana je krajem 1998.
godine u sokobanjskom regionu. Trajala je i tokom 1999. godine (142, 143, 233), kada je
zvani¢no registrovano 35 obolelih. Pretpostavlja se je ovaj broj daleko veéi zbog brojnih
subklini¢kih i abortivnih formi bolesti, naroCito u tonzilofaringealnom obliku. 1z uginulih
miSeva roda Apodemus sa podrucja planine Rtanj, poc¢etkom 1999. godine izolovana je F.
tularensis, pa je to je prvi izolat F. tularensis na nasem prostoru (234, 235). Godine 2000.
javilo se novo zariste u regionu oko Pirota i Aleksinca, kada je prijavljeno 45 novih slucajeva.
Naredne godine doslo je do smirivanja epidemije i sporadi¢nog javljanja kod 6 osoba. Isti
trend sporadi¢nog javljanja se nastavlja i 2002 godine kada je registrovno ukupno 13 obolelih.
Krajem 2002. ponovo je buknula epidemija te je 2003. godine registrovan najveéi broj
obolelih (58) na istim lokalitetima: Sokobanja, Pirot i Aleksinac (236). Kako je najveéi broj
obolelih poticao iz opstine Sokobanja (66), dobijena kumulativna stopa na 100 000
stanovnika za period 1999-2003. iznosila je 358,56 Sto je ukazalo na endemski karakter
bolesti u sokobanjskoj opstini (236). Razlika izmedu kumulativnih stopa po opStinama je bila
visoko statisticki znacajna (236).

Narednih godina belezi se pad u obolevanju. Tularemija se javlja sporadi¢no u
razli¢itim regionima. Ukupan broj hospitalizovanih obolelih 2004. je 11, 2005 je 9, 2006. tri
obolela, a 2007 nije zabelezen nijedan slucaj obolevanja od tularemije. Od 2008. do 2011.
odrzava se isti trend obolevanja, maksimalan broj hospitalizovanih obolelih bio je 8 (2008.)
a minimalan 2, (2011.) godine.

U odnosu na naSe podatke, u epidemijama tularemije u drugim zemljama je registrovan
razli¢it broj obolelih: u Bosni 141 (1995), na Kosovu 327 (1999), u Bugarskoj 285 (1997-
2004), Turskoj 205 (1988-1998), Spaniji 585 (1996), Svedskoj 270 (2000) (38, 46, 47, 49, 52,
59, 236). Ipak, ubedljivo je najveci broj prijavljenih u SAD-u: 1353, u periodu od 1990 do
2000. godine (64).

U Bugarskoj, Zariste epidemije je zahvatilo podruje veli¢ine priblizno oko 4000 km?,
na lokalitetu zapadnog dela granice sa Srbijom. Prvi slu¢aj tularemije je objavljen u novembru
1997. godine. Od 1998. do 2000. godine, otkriven je 171 slucaj. Nakon toga epidemija je
jenjavala s obzirom da je, tokom 2001-2002. godine dokumentovano svega 16 slucajeva.
Incidencija obolevanja je ponovo porasla u 2003. godini, kada je prijavljeno novih 76
slu¢ajeva tularemije. IzveStaji iz 2004. i 2005. godine ukazuju da postoji i dalje postoji
progresija oboljevanja u Bugarskoj (49). Ovi podaci su znacajni sa aspekta uporedivanja i
epidemioloskog pracenja tularemije u Bugarskoj sa tularemijom u naSoj zemlji zbog istog
vremenskog perioda u kome se javlja, kao i sli¢nih geografskih karakteristika obe zemlje.

U periodu od pocetka 1999. do kraja 2011. godine ukupno je praceno 113 bolesnika
obolelih od tularemije medu kojima je bilo 54 musSkaraca (47,8%) i 59 zena (52,2%).
ProseCna starost obolelih je bila 42,0 £18,9 godina $to se poklapa sa prosenom staro$cu
obolelih od 1999. do 2003.(236). Utvrdeno je da ne postoji statisticki zna¢ajna razlika u
distribuciji bolesnika prema polu, a postoji statisticki znacajna razlika u starosti pacijenata
izmedu obolelih 1 kontrolne grupe. U tularemiji obolevanje je statisticki znacajno ¢esce kod
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pacijenata starijih od 20 godina (82,3%), predominantno od 20 do 59 godine (63,7%) Sto je u
skladu sa prethodnim rezultatima (236). Iako je broj obolelih bio najveci u starosnoj grupi od
20 do 59 godina, stopa morbiditeta je u odnosu na broj stanovnika u toj uzrasnoj grupi, bila
najveca za starosnu grupu preko 60 godina i iznosila 5,52 (236). U ostalim epidemijama
tularemije u svetu podjednaka je distribucija obolevanja po polu, osim u skandinavskim
zemljama, Japanu i SAD-u, gde viSse obolevaju muskarci (lovci, farmeri) zbog
profesionalnog karaktera oboljenja (35, 48). Takode, srednje uzrasno doba je najcesce
pogodeno tularemijom 1 u drugim zemljama.

U odnosu na geografsku distribuciju obolevanja u periodu od 1999. do 2011, najveci
broj hospitalizovanih obolelih je bio 2003. godine-(35), potom 2000. -(14), 2003.-(13), 1999. i
2004. po 11 bolesnika. U odnosu na ukupan broj obolelih po opStinama, najveci broj obolelih
poticao je iz opstine Sokobanja (30), Aleksinac (17), slede opStine MeroSina (9), Pirot (7),Nis
(7), Razanj (6), Zitorada (6) i ostale. U odnosu na broj obolelih po godinama i opstinama,
najveci broj hospitalizovanih obolelih je imala opStina Sokobanja: 1999. -(10) i 2003.-(10)
bolesnika. Slede opstina Aleksinac: 2000.- (5) i opStina Pirot: 2003.- (5 bolesnika).

Medu obolelima od tularemije je bilo 93,8% pacijenata sa sela 1 6,2% pacijenata iz
grada. Statisticki je utvrdeno da oboleli od tularemije znacajno viSe potic¢u sa sela u odnosu na
grad od kontrolne grupe Sto je u skladu sa prethodnim istrazivanjem (236). Ucestalu pojavu
tularemije u ruralnoj sredini prikazuju i drugi autori u Bugarskoj, Turskoj i Skandinaviji
(27,49,51). Secoska populacija, naro¢ito pojedinci koji provode vreme u endemskim
podrucjima kao Sto su farmeri, lovci, ljubitelji prirode i Sumarski radnici su u najvecem riziku
od dobijanja tularemije (22, 71, 172, 238).

U odnosu na distribuciju obolelih prema zanimanju, obolevanje od tularemije je CeSce
kod domacica i poljoprivrednika (39,8%) $to se poklapa sa prethodnim istrazivanjem (236) ali
nije statisticki znacajno ¢eS¢e u odnosu na kontrolnu grupu. Ucenici 1 studenti statisticki
znacajno rede oboljevaju od tularemije u odnosu na kontrolnu grupu.

Sezonska distribucija obolevanja nam otkriva da je obolevanje od tularemije bilo
najcesce u januaru (30,1%), februaru (22,1%), decembru (13,3%) i martu mesecu (10,6%).
Utvrdeno je da postoji statisticki znaCajna razlika u distribuciji obolevanja u zimskim
mesecima kod obolelih u odnosu na kontrolnu grupu. Sezonski karakter obolevanja od
tularemije je potvrden u prethodnom istraZivanju i vezuje se za sezonsku aktivnost glodara i
artropoda, odredene sezonske radove i zanimanja (236).

Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima onih autora koji opisuju epidemije tularemije u
zimskim mesecima, nastale u kontaktu sa glodarima (51, 52, 72), za razliku od rezultata
drugih autora koji opisuju tularemiju kao vektorsku bolest sa pikom javljanja u letnjim
mesecima (37, 57).

Kod nas nije registrovana bimodalna distribucija bolesti koja se javlja u pojedinim
zemljama. Tako se npr. u SAD-u jedan pik obolevanja javlja od novembra do februara i
povezan je sa lovom, a drugi pik se javlja od maja do septembra i u vezi je sa izlaganjem
ubodima krpelja (4).

S obzirom na endemsku karakteristiku, sporadi¢no ali povremeno epidemijsko javljanje
tularemije u nasoj zemlji, od izuzetnog je bilo znacaja ustanoviti puteve transmisije i
preduzeti adekvatne mere prevencije u cilju sprecavanja Sirenja bolesti. U tome nam je
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pomogla detaljno uzeta epidemioloSka anketa svakog pojedina¢nog slucaja tularemije kao i
klini¢ki oblik bolesti (236).

Iako su glavni putevi transmisije tularemije u endemskim podrucjima sveta ubod
krpelja, direktni kontakt sa zarazenim zivotinjama (dranje koze i manipulacija sa mesom
zarazenih zivotinja), inhalacija i ingestija kontaminirane hrane ili vode (32, 35, 37, 41, 44,
45), nasa iskustva su neSto drugacija. Kod vecine obolelih od tularemije (80,5%)
pretpostavljeni put transmisije je bio nepoznat Sto se poklapa sa prethodnim istrazivanjem
(236). Alimentarni put je bio zastupljen sa 9,7% kao i kontaktni put, koji je podrazumevao
kontakt sa zeCevima i pacovima. Razlike u odnosu na puteve prenosenja izmedu grupa nisu
znacajne. Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima drugih autora koji navode da ¢ak u
68,5% slucajeva rizi¢an faktor u epidemiji orofaringealne tularemije nije prisutan (58, 137,
141).

Posto se kao najces¢i oblik javljao orofaringealni, put transmisije je morao biti
alimentarni, tj. aerogeni. To je u skladu sa rezultatima istrazivanja na Kosovu i Metohiji,
Bugarskoj i Turskoj (50, 52, 72).

Kako je seosko stanovnis$tvo najcesce bilo zahvaceno i nacin snabdevanja vodom za
pi¢e ukazao je da su oboleli najes¢e konzumirali izvorsku vodu (70,5%), zatim vodu iz
bunara (24,2%), a samo 5,3% iz vodovodne mreZe (236). Hidri¢ne epidemije pijacom vodom
nastaju obi¢no preko zime, dok se epidemije nastale kao posledica kupanja u rekama i
potocima javljaju tokom leta. Pretpostavlja se da su obe epidemije 2004. i 2005. u Turskoj
hidricnog porekla i da su posledica konzumiranja kontaminirane izvorske vode za pice
ekskretima glodara (239). Epidemija hidri¢nog porekla dokazana je na Kosovu, u Bugarskoj i
Svedskoj direktnom izolacijom F. tularensis iz vode (38, 46, 72). U Bugarskoj, glodari ili
njihove izluevine su mogli biti izvor kontaminacije vode, ali ova pretpostavka nije mogla biti
dokazana, budu¢i da nije bilo izolata poreklom iz glodara koji bi sluzili za komparaciju.
Prema Kantardijevu, bakterijski uzroc¢nici su mogli biti uneseni preko glodara koji su presli na
teritoriju Bugarske iz Srbije. Posto su poljoprivredni uslovi i postupci slicni u obe susedne
zemlje, porast populacije glodara u jednoj zemlji doveo bi do istog takvog porasta u drugoj
zemlji, u istom periodu, posto se takve migracije glodara obi¢no odvijaju u dva pravca.
Izbijanje epidemija u periodu 1998-2005, moze biti posledica reorganizacije poljoprivrede u
Bugarskoj tokom 90-tih godina proslog veka, pri ¢emu se zemlja obradivala plugovima, tako
da su jazbine glodara ostale netaknute, a kao posledica toga dosSlo je do postepenog
uvecavanja mjihove populacije (49).

S obzirom da kod nas nije bilo direktnih metoda za izolaciju F. tularensis iz vode,
nismo sa sigurno$¢u mogli utvrditi hidri¢ni put transmisije tularemije. Bilo je slucajeva sa
pretpostavljenim hidricnim putem transmisije kod dece iz jednog kosovskog sela, koja su
konzumirala vodu sa bunara u kome je nadena crknuta macka. Svi su imali tonziloglandularni
formu bolesti i seroloSku potvrdu MAT-om. lzolacijom bakterije iz uginulih miSeva roda
Apodemus, sa podrucja planine Rtanj, ve¢ opisanog endemskog podrucja, dokazan je izvor
infekcije (234).

Dok u drugim zemljama ulceroglandularni oblik tularemije najéeS¢e nastaje
transmisijom putem vektora i to: u SAD-u i zemljama centralne Evrope preko krpelja (32),au
severnoj Evropi preko komaraca (38), kod nas nije bilo vektorskog puta, ve¢ direktnog
kontakta sa zeCevima (dranje zeca). Kontaktni i vektorski put transmisije se osim u SAD-u,
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Svedskoj i Norveskoj, opisuje u Japanu, Rusiji i Spaniji (35, 37, 38, 39, 40, 69) sa
predominantnom ulceroglandularnom formom bolesti (do 97%) dok je kod nas ova forma
zastupljena svega sa 6%,

Nasa ispitivanja su pokazala da kod nas nije bilo sluc¢ajeva obolevanja nastalih nakon
aerogene transmisije koja je opisana u SAD-u, kao i na farmama u skandinavskim zemljama
(23, 44).

Saznanja o velikom prisustvu glodara (pacova i miSeva) u seoskoj sredini, upotrebi
uglavnom izvorske vode za pi¢e i obavljanju poljoprivrednih radova, kao i najvecoj
zastupljenosti tonziloglandularne i glandularne forme bolesti, upucuju nas na zakljucak da je
najverovatniji put transmisije bolesti u nasoj sredini alimentarni i vazdusni. Alimentarni put je
najces¢e podrazumevao konzumiranje kontaminirane vode ili hrane, a vazdusni udisanje
sitnih Cestica prasine i sena prilikom obavljanja poljoprivrednih i stajskih radova. Kao redi put
opisuje se direktan kontakt sa zarazenom Zivotinjom gde smo imali 6 slucajeva
ulceroglandularne tularemije nakon dranja zeca. Tacan put transmisije i pored intenzivnog
rada epidemioloske sluzbe nije do kraja razjasnjen, pa ostaje pretpostavka o moguéim
putevima prenoSenja infekcije (236).

5. 2. Klinicke karakteristike

Ispitivani bolesnici imali su nagli pocetak bolesti sa uobiajenom groznicom,
drhtavicom, glavoboljom, malaksalo$¢u, slabos¢u, gusSoboljom i otokom limfnih Zlezdi,
sindrom Koji je bio prihvatljiv za mlade uzraste, ali se nije mogao objasniti kod starijih osoba
koji su dijagnostikovani kao Tu colli ili Lymphadenopathia colli. Ova lutanja pre postavljanja
definitivne dijagnoze tularemije sre¢u se i kod drugih autora (4, 138, 221, 239, 241, 242).

Nereagovanje na do tada primenjenu antibiotsku terapiju koju su ¢inili uglavnom B-
laktamski antibiotici, pobudilo je sumnju da se ipak radi o nekom drugom oboljenju Sto je je
bilo u skladu sa iskustvima drugih autora (142, 143, 239).

Najcesc¢e klinicke manifestacije kod obolelih od tularemije bile su: limfadenopatija,
tonzilofaringitis, febrilnost i promene po kozi.

Limfadenopatija je bila dominantna u ¢ak 95,6% slucajeva $to se poklapa sa rezultatima
drugih autora (62, 237, 239). U epidemiji tularemije u Bosni i Turskoj, svi pacijenti oboleli od
tularemije (100%) su imali uvecanje limfnih ¢vorova (237, 239). Najcesce su uvecani limfni
¢vorovi bili inicijalni ili jedini znak infekcije, Sto je takode u skladu sa iskustvima drugih
autora (62). Dominira jednostrana nad obostranom limfadenopatijom, kod 89,3 % obolelih $to
potvrduje rezultate prethodnog istrazivanja (236). Statisticka znacajnost u odnosu na
kontrolnu grupu je grani¢na obzirom na ostrije kriterijume u odabiru kontrolnih bolesnika.

Najzastupljenija je bila cervikalna limfadenopatija (88,5%) i to jednostrana (82,3% svih
obolelih), sto je bilo statisticki znacajno vise u odnosu na kontrolnu grupu. Slede aksilarna
(9,7%), ingvinalna (3,5%) i epitrohlearna (3,5%) limfadenopatija. Ovi podaci se poklapaju sa
rezultatima prethodnog istrazivanja (236) kao i sa rezultatima onih autora koji opisuju
orofaringealnu tularemiju kao najzastupljeniju (51), za razliku od dominantne zahvaéenosti
drugih limfnih ¢vorova: epitrohlearnih i aksilarnih u ulceroglandularnoj tularemiji kod drugih
autora (221). Nema znacajne razlike u zastupljenosti levostrane ili desnostrane
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limfadenopatije za razliku od rezultata Ozdemira koji opisuje pretezno levostranu lokalizaciju
limfadenopatije (63,6%) kod bolesnika sa orofaringealnom i okuloglandularnom tularemijom
u Turskoj. Ohara objasnjava levostranu lokalizaciju ulceroglandularne tularemije u Japanu,
¢injenicom da su deSnjaci levom rukom drzali zaklanu zivotinju, dok su desnom manipulisali
I pri tom se verovatno ozledili (35, 57, 239).

Kao druga vazna klini¢cka manifestacija opisuje se tonzilofaringitis, prisutan kod skoro
polovine bolesnika, kao eksudativan (79,7%) ili neeksudativan (20,3%), najces¢e jednostran
eksudativan (63%). Jednostrana lokalizacija je bila dominantna i opisuje se u 81,5%
slucajeva, Sto je duplo vise u odnosu na rezultate Golubovic¢a (41,2%) (237). Pri tome,
podjednaka je zastupljenost levostranog i desnostranog tonzilofaringitisa, Sto je takode bilo
praceno istostranom limfadenopatijom. Bez vidljivog traga ozlede ne mozemo objasniti
jednostranu lokalizaciju tonzilofaringitisa (Prilog, slika 7).

Ovi podaci se podudaraju sa rezultatima onih autora koji opisuju orofaringealnu formu
kao najzastupljeniju: po Goluboviéu tonzilofaringitis je imalo 36,2% a po Ozdemiru 54,5%
bolesnika (237, 239); nasuprot epidemija ulceroglandularne i respiratorne tularemije gde je
tonzilofaringitis imao manji broj obolelih (20%) (62). Prikazuje se i neSto manja ukupna
zastupljenost eksudativnog tolzilofaringitisa (53%), a priblizna zastupljenost neeksudativnog
(kataralnog) tonzilofaringitisa (31,4%) (11). Kod naSih bolesnika nije registrovan ulcerozni
tonzilofaringitis koji se opisuje kod Golubovic¢a u 15,7% i Celebija u 23% obolelih (51, 237).

PoviSene vrednosti telesne temperature imala je vecina obolelih (88,5%). Utvrdeno je da
se febrilnost statisticki znacajno ¢eSce javlja kod obolelih u odnosu na kontrolnu grupu. Sli¢ne
rezultate iznosi Golubovi¢: u momentu prijema 79,4% bolesnika je bilo febrilno sa uglavnom
razvijenom glandularnom fazom bolesti (237), kao i Evans (85%), Perez (90,8%) i Ozdemir (
81,8%) (62, 221, 239). Preovladava febrilnost i visoka febrilnost nad subfebrilno$¢u kod
obolelih. Hiperpireksija (TT>39,1°C) je statisticki znacajno zastupljenija u tularemiji u
odnosu na kontrolnu grupu a prosecne vrednosti telesne temperature znaCajno vise
(Xsr=39,1°C i Me 39,0°C) u odnosu na kontrolnu grupu. Prose¢no trajanje febrilnosti iznosilo
je 7,5 dana, sa medijanom od 5 dana Sto se poklapa sa prethodnim (236), kao i sa rezultatima
drugih autora (237), ali ne i sa rezultatima Pereza gde je prosecno trajanje febrilnosti iznosilo
13 dana i Ozdemira, 20 dana (221, 239).

Promene po koZi imalo je 24 obolelih (21,2%). Najces¢i tip koznih manifestacija medu
njima bili su eksudativni multiformni eritem (25%), nodozni eritem (25%) i ulceracija kao
primarni afekt (25%). Slede makulozna, urtikarijalna ospa, i fiksni eritem. Sli¢ne kozne
promene: makulozan, papulozan, morbiliforman ra$ ili erythema nodosum opisane su i kod
Golubovica (237). Samo 6 naSih bolesnika od ukupnog broja obolelih (5,13%) je imalo koznu
lokalizaciju primarnog afekta u vidu ulceracije koju Evans opisuje kao najces¢i znak
tularemije, u 60% slucajeva (62), Golubovi¢ u 9,9% (237) a Celebi u 13% (51).

Kod prvih slucajeva tularemije, u klinickoj slici je dominirala ospa pre svega na
$akama, §to je stvaralo dijagnosti¢ku dilemu (142) (prilog, Slike 9 i 10). Sake su bile najéescéa
lokalizacija promena po kozi kod naSih bolesnika (44,4%), potom potkolenice (37,0%). Po
Christenson i sar, erythema multiforme-nalik koZne lezije na gornjim i donjim ekstremitetima
bile su zastupljene kod 14% obolelih od tularemije (4). Po Akdisu, 14,1% bolesnika je razvilo
erythema nodosum. Ovi bolesnici su imali visok nivo poliklonalnih cirkuli$u¢ih imunih
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kompleksa u poredenju sa bolesnicima bez promena po kozi (243). Kozne promene po licu su
se javile kod jednog bolesnika sa okuloglandularnim oblikom tularemije.

Inkubacija uglavnom nije mogla biti odredena, ali na osnovu anamnestickih podataka
procenjena je duzina prehospitalnog trajanja bolesti. Period bolesti pre hospitalizacije iznosio
je 36,4 dana uz veoma veliku individualnu varijabilnost, zbog prethodnog lutanja u
postavljanju dijagnoze, te je uzeta medijana od 28 dana kao adekvatna mera $to je u skladu sa
prethodnim rezultatima (236). Prema Golubovi¢u, prose¢na inkubacija, se takode sa
sigurnoS¢u nije mogla odrediti 1 verovatno je period od 7 do 28 dana, u proseku 15 dana, pre
svega prodromalni period bolesti, a manje period inkubacije. Takode duzi prehospitalni period
(20 dana) opisuje se i u epidemiji orofaringealne tularemije u Turskoj (239). Kod nas, ovako
dug prehospitalni period bolesti objasnjava se prethodnim neprepoznavanjem oboljenja i
lutanjem u postavljanju dijagnoze s§to je narocito bilo izrazeno tokom prve epidemije 1999.
kada se na tularemiju nije ni mislilo, jer do tada na naSim prostorima ona nije bila prepoznata.
Isti razlozi navode se i u prethodno opisanim epidemijama u Bosni i Turskoj (52, 138, 237).

Najcesci klinicki oblici kod obolelih od tularemije bili su: tonziloglandularni (47,8%), i
glandularni (46,0%). Rede su se javljale ulceroglandularna i okuloglandularna forma. (Prilog,
slika 8). Lokalizacija promena kod svih je bila dominantno jednostrana, u ¢ak 92,0%. Mnogi
nasi bolesnici nisu uocili period kada su imali primarni afekt $to se poklapa sa iskustvima
drugih autora (58, 137, 141). Kako klini¢ki oblik zavisi od puta transmisije sSmatramo da
glandularne i tonziloglandularne forme pripadaju istoj, orofaringealnoj formi tularemije, s tom
razlikom §to kod glandularne forme nije naden primarni afekt u momentu hospitalizacije, sa
pretpostavkom da se desio i prosao u prehospitalnom periodu. Najverovatnije je da su svi
oblici eksudativne ili neeksudativne angine u stvari primarni afekti na tonzilama (237).

lako dominantan, zastupljen ¢ak kod 93,8% obolelih, orofaringealni oblik tularemije je
u pocetku kada se na tularemiju nije mislilo bio nedijagnostikovan, §to se poklapa sa
iskustvima drugih autora (236). Cesto se mogao zameniti sa ostalim infektivnim i
neinfektivnim bolestima koji zahvataju cervikalne limfne noduse kao Sto su streptokokna
angina, infektivna mononukleoza, tuberkuloza i limfomi (137, 141, 163, 236 ). Nasi rezultati
se poklapaju sa rezultatima Golubovica iz epidemije u BIH-a 1995, gde se najcescée radilo o
glandularnom (48,9%) i anginoznom (oralno-glandularnom) obliku (36,2%), koji su
verovatno preneti putem kontaminirane vode, hrane ili prstima. Tonziloglandularna forma
bolesti se osim kod nas opisivala na Kosovu, Bugarskoj (96.5%) i Turskoj (46, 49).

Za razliku dominacije ulceroglandularnog oblika u SAD-u, Japanu, Skandinaviji,
Spaniji, Rusiji (75-96%) (4, 35-40, 64), kod nas je ovaj oblik bio prisutan u 5,3%, kao i u
Bugarskoj (2,1%) (49).

Okuloglandularnu tularemiju je imao samo jedan pacijent (0,9%) kao i u Bugarskoj
(1,4%) (199). Nije bilo nijednog slu¢aja respiratorne tularemije koja se javljala u Americi (63)
I Skandinaviji (44). Interesantno je da je u Skandinavskim zemljama ¢ak u do 50 % slucajeva
registrovana respiratorna pneumonija izazvana F. tularensis tip B. Kod nas nije bilo smrtnih
slu¢ajeva, kao ni u epidemijama u Bugarskoj, Spaniji i Turskoj (49, 221, 239) za razliku od
epidemije respiratorne tularemije u SAD-u 2000. godine koja je odnela jednu Zrtvu (45)

Nasi bolesnici nisu imali dugotrajnu temperaturu niti opStu slabost i malaksalost, ali se
zato odrzavala dugotrajna limfadenopatija koja je dovodila do komplikacija. Kod obolelih od
tularemije utvrdeno je da postoji statistiCki znacajna povezanost izmedu veliine Zlezde i

80



Diskusija

pojave komplikacija. Vec¢ina onih koji su imali komplikacije je imala Zlezde vece od 3cm u
dijametru (80,9%). Na drugoj strani ve¢ina onih koji nisu imali komplikacije je imala zlezde
manje od 3 cm (58,3%). Sli¢nu veli¢inu Zlezdi, dijametra 0,5-10 cm (srednja vrednost 2cm),
opisuje Evans (62). Zlezde su uglavnom bile pokretne, &vrste i lako bolno osetljive. Kod
pojave supurativnog limfadenitisa zlezde su postajale na dodir mekSe i fluktuantne sa
hiperemi¢nom kozom iznad njih a drenirale su se spontano ili hirurski. Ovo se podudara sa
iskustvima drugih autora (62).

Komplikacije je imalo ¢ak 41,6% bolesnika §to je u skladu sa prethodnim rezultatima
(236). Najzastupljeniji je apscedirajuéi limfadenitis (38%) koji je bio znacajno ¢es¢i u odnosu
na kontrolnu grupu. Slede recidivi (16,8%) i perzistentna limfadenopatija (3,5%) Cdcije
zastupljenosti se statisticki znacajno ne razlikuju izmedu grupa. Jedan pacijent je mogao
imati viSe od jedne komplikacije,(npr. apsces i recidiv 12 pacijenata, apsces, recidiv i
perzistentna limfadenopatija 3 pacijenta i recidiv i perzistentna limfadenopatija 1 pacijent) te
je ukupan broj komplikacija 66 kod 47 pacijenata koji su imali komplikacije. U odnosu na
prethodne rezultate (21,6%) (236), zastupljenost apscedirajuceg limfadenitisa je statisticki
znacajno veca (p=0,015,) Sto se objasnjava €injenicom da su u ovom istrazivanju uzeti u obzir
svi pacijenti koji su imali ovu komplikaciju ¢ak i uz ostale komplikacije (recidiv 1/ili
perzistentna limfadenopatija) a u prethodnom istraZivanju su racunati samo oni kod kojih je
ova komplikacija bila jedina. Veéi procenat komplikacija u vidu pojave supurativnog
limfadenitisa u oko 40% bolesnika, opisuje se u Turskoj, tokom epidemije orofaringealnog
oblika tularemije tipa B, jer se kasnilo sa postavljanjem dijagnoze i zapocinjanjem terapije
(52). Evolucija apscedirajuc¢eg limfadenitisa kod obolelih je sledeca: 78,7% je podvrgnuto
hiruskoj interveniciji, 12,8% je imalo spontanu fistulizaciju i 8,5% je imalo spontanu
involuciju-na kraju terapije (Prilog, slike 1-6, 11,12,13,14)

| pored tako duge terapije, duze nego Sto standardna literatura preporucuje, registrovan
je visok procenat recidiviranja. Relapsi bolesti u vidu ponovnog uvecanja limfnih nodusa ili
zahvatanja vise limfnih ¢vorova kod tularemije javili su se kod 16,8% bolesnika, najéesée po
jedan recidiv (12,4%), dok je dva recidiva imalo 4,4% bolesnika. Ovi rezultati se poklapaju
sa prethodnim rezultatima (236) kao i sa iskustvom Golubovic¢a u Republici Srpskoj, 1995, po
kome je od 141 bolesnika 17% imalo recidive, pri ¢emu se kod nekih recidiv ponavljao 2-3
puta (237). To nas asocira na razmisljanje da su sojevi Francisella tularensis, sa naseg terena
morali biti znacajno rezistentni. Razli¢ita iskustva su zabeleZzena u Turskoj; kod njih nisu
zapazeni recidivi ni 6. ni 12. meseca nakon prve posete lekaru (51). Sli¢no je bilo i u
Bugarskoj gde se ne opisuju ni komplikacije ni recidivi bolesti (49, 50).

Prema vremenu javljanja, u odnosu na pocetak obolevanja komplikacije su bile rane i
kasne. Rane komplikacije su se javile u prvih 3 do 6 meseci od pocetka oboljevanja a kasne
posle vise od 6 meseci od pocCetka obolevanja. Rane komplikacije su ¢inile 91,5% svih
komplikacija kod obolelih. Kasne komplikacije je imalo ¢etvoro obolelih i to kod jednog je
bila prisutna perzistentna limfadenopatija a kod troje recidivantni limfadenits. Perzistentna
limfadenopatija se odrzavala 4 godine i viSe, kod jednog pacijenta. Recidivantni limfadenitis
se javio posle 15 meseci, posle 9 godina i 11 godina.

Nekoliko je razloga za pojavu komplikacija tokom bolesti: neadekvatna inicijalna
antibiotska terapija, kasni pocetak adekvatne antibiotske terapije, kao i moguca pojava
rezistentnog soja F. tularensis na naSem prostoru. To je u skladu sa zapazanjima Enderlina, po
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kome, odlaganje zapocinjanja leenja gentamicinom i neadekvatna duZzina trajanja terapije,
mogu nepovoljno uticati na ishod bolesti (212). Isti je stav Trnjaka, da pravovremena
terapija sprecava kolikvaciju limfnih ¢vorova, rekurenciju bolesti i generalizaciju infekcije
(244) kao i Helvacija, da su rana dijagnoza i terapija znacajne za prevenciju formiranja
apscesa (52). Po Helvaciju, odgovarajuca upotreba antibiotika oznacavala je njihovu primenu
u ranom periodu bolesti (unutar 3 nedelje) a neodgovarajuca, u kasnom periodu bolesti (posle
tri nedelje). Na taj nacin, 75% bolesnika tretiranih odgovarajué¢im antibioticima unutar 3
nedelje od pocetka bolesti se kompletno oporavilo, a samo 26,8% je izleCeno kod
zapocinjanja tretmana u kasnijem periodu bolesti. Razlika je bila statisticki znacajna
(p<0,016) (52). Takode, kasna supuracija moze biti povezana sa uklju¢ivanjem inicijalne
antibiotske terapije nespecifi¢ne za tularemiju.

5. 3. Dijagnosticka ispitivanja

U naSem prethodnom istrazivanju, znacaj laboratorijsko-biohemijskih ispitivanja bio je
sekundaran u odnosu na seroloska ispitivanja imunodijagnostickim testovima. Dokazano je da
u akutnim fazama, kao i u relapsima bolesti dolazi do naglih skokova reaktanata akutne faze
zapaljenja, pre svega CRP-a i sedimentacije, koji po smirivanju procesa padaju.Visoka SE i
CRP, umereno povisen fibrinogen, minimalne promene u leukocitarnoj formuli i lako
poviSene aminotransferaze (ALT i AST) u skladu su sa literaturnim podacima i rezulatatima
drugih autora (1, 2, 164, 236).

5.3.1. Mikrobioloska dijagnostika

Serologija je joS uvek zlatni standard u dijagnostici tularemije zbog niske senzitivnosti
bakterijske kulture i joS uvek nepostojec¢ih standardizovanih komercijalnih PCR testova za
direktnu identifikaciju patogena.

Posto se bazi¢na dijagnostika tularemije zasniva na serologiji, razvijeni su razliciti
seroloski testovi koji u odnosu na ostale dijagnosticke metode imaju prednost zbog lakog
izvodenja, Sire primene i niskog rizika za laboratorijske radnike (177, 182, 245). Medutim
kako je tularemija joS uvek retka bolest, od laboratorija se sporadi¢no trazi izvodenje
specificnih dijagnostickih testova, $to €ini jo§ manje atraktivnim uvodenje i standardizovanje
ELISA i Western blot testova. Iz tog razloga, sve vise postaju aktuelni komercijalni testovi
koji su sertifikovani za dijagnosticku upotrebu.

Rezultate seroloSkog testiranja bi trebalo uvek interpretirati u kontekstu klinicke sumnje
na tularemiju. SeroloSke analize bi trebalo izvoditi samo na pacijentima kod kojih postoji
realna moguc¢nost da imaju tularemiju; ne treba ih koristiti kao skrining test febrilnih
pacijenata.

U naSem ispitivanju za dijagnostiku tularemije je koriS¢eno 8 imunodijagnostickih
testova; od imunoenzimskih testova: Serion ELISA 1gG i IgM, Serazym ELISA i ELISA in-
house; potom imunohromatografski test (VIRapid), Western-blot, imunohistohemijska
metoda indirektne imunoperoksidaze (1IP) i PCR. Cilj je bio da se odredi najbolji test za
dijagnozu tularemije kao i za kasnije pracenje bolesti. Na ovaj naéin je bilo moguce
retrogradno postaviti dijagnozu tularemije kod bolesnika sa klinickim manifestacijama ove
bolesti, kod kojih serologija nije radena. Po prvi put je postavljena definitivna dijagnoza
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tularemije na histopatoloSkim preparatima granulomatoznog limfadenitisa, bez prethodne
seroloske potvrde.

Analizom rezultata dobijenih koris¢enim testovima na ukupnom bolesnickom materijalu
(serumima i bioptatima), utvrdeno je sledece:

IgG Serion ELISA ima najbolje karakteristike u pogledu senzitivnosti (95,5%) i
specifi¢nosti (92,2%), tj. ima najveéu efikasnost od svih testova (94,8%), $to je u skladu sa
rezultatima drugih autora (246). 1z tog razloga je test izbora za potvrdnu dijagnozu tularemije
i serolosko pracenje nivoa antitela.

IgM Serion ELISA je pokazao neSto nizu senzitivnost (92,2%) kao i specifi¢nost
(84,2%) od IgG Serion ELISA. Zapazeno je da IgG i IgM Serion ELISA imaju sli¢nu
dijagnosticku efikasnost: 94,8% IgG Serion ELISA, 90% IgM Serion ELISA. Medutim odnos
izmedu IgG 1 IgM u jednom uzorku seruma ne dozvoljava diferencijaciju izmedu skore i stare
infekcije (247).

Serazym ELISA je pokazala visoku senzitivnost (97,4%) ali njena specifi¢nost (67,9%)
je niska za potvrdne svrhe, a posebno je niska kada su u u pitanju anti-Yersinia pozitivni
serumi.

In-house ELISA je veoma specificna (94,4%) , ali posebno u ranoj fazi infekcije njena
senzitivnost je niska (77,9%), tako da ima ograni¢enu vrednost u skriningu obolelih.
Medutim, Schmitt (182) je dokazao da je kombinacija in-house ELISA i WB pogodna za
skrining i nisu nadene ukrstene reakcije sa vrstama Brucella spp, E.coli spp, Salmonella spp
ili Y.enterocolitica.

Western-blot je senzitivan (90,3%) ali nisko specifican (63,3%). Analizom seruma
obolelih od tularemije metodom WB dobili smo (63,3%) pozitvnih uzoraka Sto je u skladu sa
rezultatima drugih autora. Ovako nisku specifiénost moZzemo objasniti razli¢itim protokolima
tokom bojenja za detekciju antigen-antitelo reakcije. U drugim studijama anti-humana anti
IgG antitela su koriS¢ena kao sekundarna antitela dok je kod nas koriS¢en protein A/G
obelezen alkalnom fosfatazom za WB i protein G obelezen HPR (horseredish) peroksidazom
za in-house ELISA. Ovako dizajnirana WB moze se koristiti za dijagnostiku tularemije kod
razli¢itih vrsta sisara, kao skrining u odredivanju nozoareala tularemije kod sisara rezevoara
ove infekcije (182, 197, 246).

VIRapid je imao visoku dijagnosticku senzitivnost (97,4%) ali je specifi¢nost bila niza
(85,2%) zbog prisutnih lazno pozitivnih rezultata kod anti-Brucella pozitivnih seruma. Ovaj
test zauzima drugo mesto po dijagnostickoj efikasnosti (92,4%) odmah iza IgG Serion
ELISA. Ovi rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim u Nemackoj a nisu u skladu sa
rezultatima studije u Turskoj u kojoj je analizirano 236 seruma od 109 slucajeva tularemije i
dobijena senzitivnost VIRapid od 99,3% i specifi¢nost od 94,6% (248), kao i sa studijom u
Spaniji kod 321 pacijenta, sa senzitivno§éu od 95,5% i specifiéno$éu od 100% (249).

U pogledu specifi¢nosti, metoda 1IP ima najveéu specificnost (100,0%), uz napomenu
da je radena na malom broju uzoraka (n=26), te moze posluziti za potvrdnu dijagnozu
tularemije. Njena senzitivnost je niska (65%), te nije pogodna za skrining obolelih a kao
dijagnosticka metoda se vise radi u istrazivacke svrhe.

Analizom rezultata dobijenih koriS¢enim testovima utvrdeno da vecéina testova pokazuje
visoku senzitivnost i specificnost i medusobno daju slicne rezultate. Na osnovu procene
stepena slaganja ispitivanih testova skoro potpunu saglasnost imali su testovi IgG Serion
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ELISA 1 Serazym ELISA (k=0,802). Znacajnu saglasnost medusobno su imali IgG i1 IgM
Serion ELISA (k=0,766), IgM i VIRapid (k=0,780), 1gG i VIRapid (k=0,760). Na osnovu
vrednosti Kohenovog koeficijenta In-house ELISA i Western blot su se pokazali kao testovi
sa najmanjom saglasno$c¢u. a samim tim i kao manje pouzdani testovi. Primenom bilo kog od
ostala Cetiri testa dobice se priblizno isti rezultati.

Prema rezultatima Chaignat, najpouzdaniji test za brzu dijagnozu tularemije za mali broj
uzoraka je VIRapid kao brzi ru¢ni detekcioni kit. IgG Serion ELISA ostaje metoda izbora za
testiranje velikog broja uzoraka u ranoj fazi infekcije. VIRapid ima prakti¢nu upotrebu kao
brzi dijagnosticki test za potvrdu klini¢ke dijagnoze ali nije dizajniran niti koristan za masovni
skrining.(246).

Prema Splettstoesseru nekomercijalna in-house imunohromatografija (ICT) je dokazano
da je pouzdani test za presumptivnu dijagnozu tularemije (185).

ICT je imao senzitivnost 98.3% ( 58 pozitivnih seruma testirano) i specificnost 96.5%
(58 negativnih seruma testirano). Na Zivotinjskim serumima, ukupna senzitivnost je bila
100% (22 pozitivna seruma testirano) a specifi¢nost 100% (70 negativnih seruma je testirano).
Ovaj brzi test pre svega detektuje IgG antitela koja se javljaju rano tokom humane tularemije,
ali dalja evaluacija sa humanim serumom je vazna za potvrdu da ICT moZe biti dragocen test
za presumtivnu dijagnozu tularemije. ICT moze biti koristan za pracenje uspesne vakcinacije
sa subjunit vakcinama ili zivim vakcinalnim sojevima koji sadrze lipopolisaharid (npr. LVS)
kao 1 za detekciju seropozitivnih jedinki ili zivotinja u situacijama epidemije ili u kontekstu
epidemioloskog programa pracenja u endemicnim podrucjima.

Poredeci sadasnje rezultate testiranja seruma sa prethodnim pokazano je da je od svih
testova najmanju osetjivost imao MAT 62,4% zbog velikog broja lazno negativnih rezultata u
grupi obolelih. Ovo je iz tog razloga S$to je bilo dosta granicnih seruma sa
mikroaglutinacionim titrom od 1:40 Kkoji se odrzavao i u ponovljenim testiranjima, a nije
mogao biti shvacen kao pozitivan jer je granicni titar pozitivne rekacije u MAT testu 1:80.
Specifi¢nost je bila 100%, jer su u kontrolnog grupi svi uzorci seruma bili negativni, nije bilo
lazno pozitivnih rezultata. Ukupna efikasnost MAT metode u otkrivanju antitela bila je 74,5%
(236). Osetljivost MAT-a po Ristanovi¢evoj je bila visa 84,1% a specifi¢nost nesto niza
93,1% (234). Da bi osetljivost i specificnost imunodijagnostickih testova bila veca,
trebalo bi za pripremu antigena Kkoristiti autohtone izolate, tj. izolate sa vlastitog
geografskog podrucja (234).

Na rezultate testa uticu 1 antitela IgG 1 IgA klase, koja su slabo aglutinabilna, ali svojim
prisustvom mogu da onemogucée delovanje IgM antitela koja se zapravo dokazuju ovim
testom. U imunskom odgovoru na F. tularensis rano se sintetisu 1gG antitela, upravo subklasa
neaglutinabilnih IgG2a antitela i to je jedan od glavnih razloga smanjene osetljivosti MA
testa, narocito u ranim fazama bolesti. Takode, u MA testu ¢esto se pojavljuje unakrsna
reaktivnost sa predstavnicima Brucella spp, Sto moze uticati na manju specifi¢nost testa.
Do pojave lazno negativnih rezultata mogu dovesti 1gG2 i 1gG4 antitela koja su slabi
aglutinini, te svojim prisustvom ometaju reakciju aglutinacije.

Iz iskustva drugih autora, ovim testom se mogu detektovati i rezidualna cirkuliSuca
antitela i 20 godina posle infekcije (11). Po Martin-Seradilli, 2004, analizom MAT-a tri
godine nakon akutne faze 76.92% bolesnika je odrzavalo titar antitela >1/160 (250).
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Negativan nalaz MAT-a, kod klinicko-epidemioloski jasne slike tularemije, ne
iskljuCuje tularemiju, ali navodi na ispitivanja senzitivnijim testovima kao $to su ELISA i
imunoblot (251).

Rezultati prethodnog testiranja ELISA (VMA) testom pokazuju, u odnosu na najnovija
testiranja ELISA testovima, neSto nize vrednosti senzitivnosti (93%) koja se poklapa sa
rezultatima Ristanoviceve 92,9% po kojoj je specifi¢nost bila 94,4% (187, 236,).

ELISA je dokazano da je senzitivnija od aglutinacionih testova (Carlssonet al., 1979;
Syrjala et al., 1986). Njena prednost je u tome Sto moZe odvojeno odrediti razlicite klase
antitela IgM, IgG and IgA. Njena prednost je ograni¢ena jer IgM, IgA i IgG antitela rastu i
padaju paralelno i shodno tome ELISA ne diferencira akutnu infekciju od ranije epizode
tularemije (197).

Prema rezultatima Koksele i sar, od sve tri koriS¢ene metode: ELISA, aglutinacioni test
i komplement fiksiraju¢a ELISA, najefikasnija je ELISA IgM, IgA 1 IgG za ranu
serodijagnozu tularemije (120).

Po Carlssonu, prosecna ELISA je 10 puta osetljivija od tube-aglutinacije (aglutinacije u
epruvetama) (174) PoviSen titar antitela kraja prve nedelje moze biti od dijagnostickog
znacaja u ELISA testu. ZnacCajno povecanje titra u parnom serumu potvrduje dijagnozu
tularemije. Prac¢enje nivoa titra IgG 1 IgM, moze biti od znacaja u odredivanju vremena
nastanka infekcije. U sprovedenom istrazivanju Carlssona, znacajan nivo i IgG 1 IgM antitela
bio je prisutan 1-2 nedelje posle infekcije. Titar antitela se povecavao tokom prvog meseca,
bez znacajnijih izmena u odnosu izmedu nivoa IgG i IgM antitela. Posle 2,5 godine IgG/IgM
odnos se znacajno povecao. U odnosu na infekciju divljim sojem F. tularensis, zapazeni su su
znaajno nizi titrovi antitela posle vakcinacije, koji su znaajno porasli 6 nedelja nakon
vakcinacije (174).

Glavna prednost imunoenzimskog testa nad MAT-om je Sto u prvoj nedelji bolesti moze
da dokaze antitela u 43% slucajeva, dok aglutinacija moze samo u 11% slu¢ajeva, $to je vazno za
brzo postavljanje dijagnoze 1 pravovremeni pocetak terapije. Takode, za razliku od aglutinacije
koja detektuje uglavnom antitela IgM klase i gde su za potvrdu bolesti uglavnhom potrebna
najmanje dva seruma, ELISA detektuje posebno svaku klasu antitela, a za dijagnostiku je
dovoljan samo jedan serum (176) Na ovaj nacin, uvodenjem senzitivnijih testova skratili bi
dijagnosticku proceduru ii racionalizovali troskove hospitalizacije i leCenja ovih pacijenata.

NaSi rezultati se razlikuju od ispitivanja Ristanovi¢eve kada su ELISA testom
analizirani serumi pacijenata lecCenih od tularemije godinu dana posle antibiotskog tretmana
pri ¢emu je u 71,43% uzoraka detektovano je prisustvo IgM i IgG antitela, u 9,52% uzoraka
detektovano je prisustvo samo antitela 1gG klase, dok je prisustvo samo IgM antitela
detektovano samo u jednom uzorku (4,76%) (187).

Prema rezultatima Bevangera, mikroaglutinacioni test je bio pozitivan kod 63,6%
testiranih osoba, 8 godina nakon terapije. ELISA na antitela spoljasnje membrane Franciselle
tularensis bila su pozitivna u 55 % (IgA), 95% (1gG) i 27% (IgM) u kasnoj fazi ispitivanja
seruma, ali sa nivoima antitela znacajno niZim od onih u akutnim fazama (252).

Prema  Porsch-Ozcurimez-u  poredenjem  ELISA, western blota (WB),
mikroaglutinacionog (MAT), indirektnog imunofluorescentnog testa (IIFT) i flow citometrije
za seroloSku dijagnozu tularemije dijagnosti¢ka senzitivnost 1 specifi¢nost bila je 100% za
WB, MAT i FC, 98% za ELISA i 93% za IIFT (177). Medu ispitivanim testovima
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kombinovana upotreba skrining ELISA testa i potvrdnog Western blot-a je najpogodnija za
serodijagnozu tularemije (182, 177). Mikroaglutinacija (MAT) ima prednosti u pogledu cene i
potrebne opreme te je dijagnostika izbora u manje sofisticiranim laboratorijama ili tokom
istrazivanja. Medutim treba uzeti u obzir ukrStene reakcije sa vrstama Brucella spp, Y.
enterocolitica i Proteus. Flow citometrija je obecavaju¢a medota koja se moze dalje
usavrSavati. U pogledu njene efikasnosti ima prednost u odnosu na ELISA i uporediva sa
Western blot-om i mikroaglutinacijom. Ograni¢avajuéi faktori za primenu ove metode u
rutinsku dijagnostiku tularemije su: komercijalna nedostupnost, visoka cena i neophodnost
visoko sofisticirane tenhni¢ke opreme (177).

Nedostatak 1IFT-a uprkos njegovom lakom izvodenju je subjektivna interpretacija
rezultata i potrebna oprema. IIF je metoda izbora u dokazivanju antigena F.tularensis. u
tkivima, punktatima i brisevima obolelih od tularemije Sto potvrduju i rezultati naSeg
prethodnog istrazivanja ( senzitivnost IIFT-a 100%) (236). Prema rezultatima Ristanovi¢ E. i
sar. IIFT je koriS¢en za dokazivanje antitela F. tularensis u serumima obolelih od tularemije i
pokazao je visoku senzitivnost (90,59%) i specifi¢nost ( 92,22%) (187).

U svetskoj literaturi uglavnom se navodi primena direktnog imunofluorescentnog testa
za dokazivanje antigena F. tularensis u razli¢itim biolo§kim uzorcima: punktatima, aspiratima
i bioptatima limfnih ¢vorova, uzorcima tkiva jetre i slezine, Zeludatnom aspiratu, brisevima
rana (253, 254). Prema rezultatima Kantardijeva 2007, imunofluorescentni test (IFT) je
potvrdio dijagnosticku vrednost u analizi uzoraka aspirata limfnih nodusa, ali je bio
nedovoljno senzitivan za briseve konjuktiva i uzorke krvi (195).

U nasem radu, pacijent se smatra obolelim kada ima klini¢ke simptome kompatibilne sa
tularemijom kao i pozitivan serum na prisustvo antitela na Francisellu tularensis tokom
bolesti. Odrzavanje pozitivnosti antitela tokom vremena bez klinickih manifestacija je samo
indikator preleZzane bolesti. Obzirom da nismo imali nijedan slu¢aj reinfekcije nije bilo
neophodno u daljem pracenju kontrolisati parne uzorke seruma niti odredivati odnos
IgG/IgM.

U ranoj fazi infekcije, Cesto se zapazaju lazno-negativni rezultati zbog cega je
neophodno uzimanje jo§ jednog seruma posle 2 nedelje. Medutim neki pacijenti nikada ne
naprave serokonverziju, dok drugi ostaju seropozitivni godinama posle infekcije i/ili imaju
ukrstena antitela zbog infekcija sa drugim bakterijama (Yersinia, Brucella) (111).

U akutnoj fazi, do godinu dana od pocetka bolesti pracen je i kompariran nalaz seruma
ispitivanim testovima u intervalima: do mesec dana, od 2 do 3 meseca, od 4 do 6 meseca i od
7 meseci do godinu dana od pocetka bolesti. Nalaz je interpretiran kao pozitivan ukoliko je
imao vrednost iznad referentne. Broj pozitivnih nalaza seruma tokom ispitivanog perioda je
bio ujednacen i kretao se od 85,7% do 100%. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna
razlika u broju pozitivnih nalaza tokom vremena kod svih testova osim kod In-house ELISA
testa kod koga je registrovan znacajno veci broj negativnih rezultata u ranoj fazi bolesti (do
mesec dana) u odnosu na kasniji period testiranja.

Najvise testriranih seruma (30 od 66) kao i najviSe pozitivnih nalaza antitela je bilo u
drugom i tre¢em mesecu od pocetka bolesti ( kod Serazym ELISA 93,3%, a kod ostalih
testova 96,7%). To se moglo i ocekivati, znajuci da se antitela pojavljuju od 6 do 10 dana
nakon pocetka simptoma, tj. do 2 nedelje nakon infekcije, da dostizu maksimalne vrednosti od
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4. do 7. nedelje a rezidualni titri antitela se mogu ustanoviti i do 11 godina od pocetka bolesti
(111, 120, 169).

Analizom dobijenih rezutata u kasnoj fazi, nakon testiranja seruma 88 pacijenata u
periodu od 1 do 11 godina od pocetka bolesti, pokazano je da su svi serumi Serazym ELISA
testom i VIRapid testom bili stvarno pozitivni (100%). Slede 1gG Serion ELISA sa ukupno
97,7% pozitivnih i IgM Serion ELISA 92% pozitivnih. Nesto slabiji je bio Western-blot test
sa 10,2% lazno negativnih rezultata. NajloSije karakteristike je pokazao In-house ELISA sa
najve¢om zastupljenoSc¢u lazno negativnih rezultata (27,3%).

Utvrdeno je da ne postoji statistiCki znacajna razlika u broju pozitivnih nalaza IgG kao 1
IgM antitela u odnosu na proteklo vreme od pocetka bolesti. Nalaz je interpretiran kao
pozitivan kod vecih vrednosti od referentne. Pozitivnost IgG antitela je iznosila 100% do 9
godina posle infekcije potom je neznatno pala na 94,1% posle 11 godina. Pozitivnost IgM
antitela se kretala od 71,4% do 100,0%, a posle 11 godina je iznosila 82,4%. Evidentno je
odrzavanje IgG kao i IgM klase antitela i 11 god posle infekcije Sto je uskladu sa rezultatima
drugih autora (111, 120).

Sli¢no je bilo 1 sa rezultatima testiranja Serazym ELISA i1 VIRapid testom. Tokom
perioda od 1 do 11 godina od pocetka bolesti, svi ispitivani serumi ovim testovima su dali
pozitivnu reakciju (100%). Pozitivnost Western blota se kretala od 100% do 82,4% posle 11
godina, dok je najveca odstupanja imao In-house ELISA.

Za razliku od nekoliko drugih infekcija, znacaj razlic¢itih subklasa imunoglobulina u
dijagnozi akutne tularemije jo§ uvek nije odredena. Razlog za ekstremno dugu perzistenciju
Francisella-specifi¢nih antitela nakon infekcije, $to je prikazano od strane razli¢itih autora je
jo$ uvek pod istrazivanjem (111, 179, 251)

Prema istrazivanju Ericssona, 25 godina posle prirodne infekcije F. tularensis
humoralni imuni odgovor je belezio pad. Titri serumskih aglutinina su bili niski: od 53
bolesnika samo dvoje su imali titar >40 (111). Uloga serumskih antitela koji se stvaraju u
visokom titru posle infekcije je manje poznata (99).

Sa druge strane, nakon kozne aplikacije atenuisane F.tularensis LVS vakcine, 25 godina
nakon infekcije, bio je prisutan T ¢elijski odgovor indukovan bakterijom F. tularensis koji je
bio snazan i po veli¢ini slican odgovoru na PPD Mycobacterium tuberculosis (111). T ¢elije
44 od 52 osobe su pokazale znaCajan proliferativni odgovor in vitro na svaki od 4
membranska proteina F.tularensis. Samo 2 osobe nisu imale ¢elijski odgovor ni na jedan od
ovih proteina. U vecini limfocitnih kultura 18 testiranih individua, inkubiranih sa antigenom
F.tularensis i stimulisanih proteinima F.tularensis LVS , detektovan je interferon y. Celijski
posredovan imuni odgovor koga karakteriSe proliferacija T Celija, moze biti detektovan i 11
godina nakon tularemije (120). U nekoliko slucajeva, odlozeni tip hipersenzitivne reakcije se
vida i do 40 godina posle infekcije. T celijska memorija, generalno se odrzava medu
recirkuliSsu¢im dugo Zive¢im limfocitima. Odrzavanje ove memorije se smatra da je zbog
kontinuirane ili intermitentne restimulacije. Intracelularna infekcija je generalno pracena
dugotrajnim imunitetom injedina mogucnost koja objaSnjava odrzavanje T Celijske stimulacije
bila bi latencija, koja se deSava u tuberkulozi (111).

Za tularemiju, medutim nije poznato da se odrzava u latentnoj formi i ne pojavljuje se
ponovo u kasnijoj dobi ili tokom stanja imunodeficijencije. Naprotiv, kompletno bakterijsko
izleCenje je pravilo. Ovo je u skladu sa gubitkom antitela tokom 25 godi$njeg perioda nakon
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obolevanja od tularemije. Sa prakti¢nog stanovista, kompletno negativna serologija ne
iskljucuje istoriju tularemije ili prisustvo celijski posredovanog imuniteta na F. tularensis
(111).

Najvazniji parametar zlatnog standarda kada je u pitanju procena stvarne pozitivnosti i
negativnosti testova tokom pracenja bilo je poredenje sa rezultatima ostalih testova, poSto
bolesnici nisu imali klini€ku sliku tularemije. Najve¢i broj obolelih (77%) je imao po 51 6
pozitivnih testova od ukupno 7 korisc¢enih testova pri ¢emu je izuzet PCR. Svih 7 pozitivnih
testova imalo je 6 od 113 obolelih (Serion ELISA IgG i IgM, Serazym ELISA, ELISA in-
house; VIRapid, Western-blot i 1IP). To nam je potvrdivalo stvarnu a ne laznu pozitivnost, i
da su bolesnici nosioci antitela zbog ranije prelezane bolesti.

Najveci broj obolelih od tularemije je imao sve testove pozitivne i nijedan negativan test
(55%) 1ili su imali samo jedan negativan test (30%). Prosecan broj negativnih testova po
bolesniku iznosio je 0,65 (Me 0, Min 0, Max 3). Prosecan broj pozitivnih testova po bolesniku
bio je statisti¢ki znacajno veéi u odnosu na prosecan broj negativnih testova (p<0,001).

UkrStenu reaktivnost sa jersinijom na osnovu rezultata Yersinia recomLine testa je
imalo ¢ak 46,6% seruma nasih bolesnika i 34% seruma kontrolnih bolesnika Sto se poklapa sa
rezultatima Herberta po kome se anti-Yersinia antitela mogu ocekivati kod oko tre¢ine zdrave
populacije (255). U kontrolnoj grupi, Serazym ELISA testom je dobijeno najviSe lazno
pozitivnih rezulatata ¢ak 63,3% u Yersinia seropozitivnoj grupi.

Ukrstenu reaktivnost sa brucelom najvise je pokazao VIRapid test koji je dao skoro
tre¢inu (7 od 20) lazno pozitivnih nalaza u kontrolnoj grupi Brucella pozitivnih, potom WB sa
50% lazno pozitivnih nalaza u grupi Brucella pozitivnih. U Turskoj, 4 od 50 (8%) seruma
pacijenata sa brucelozom je ukrSteno reagovalo, u Nemackoj 5 od 17 (29,4%) (246).

5.3.2. Imunohistohemijska ispitivanja

Nasuprot teSko¢a u razvoju tehnika za direktno dokazivanje F. tularensis,
histopatologija se pokazala kao klinicki dragocena, medutim nedovoljna za definitivnu
dijagnozu tularemije. Svi analizirani bioptati limfnih nodusa (256) imali su patohistoloSku
dijagnozu granulomatoznog limfadenitisa (236). (Prilog, Slike 16, 17, 18, 19) Medutim u
nekim slucajevima nije moguce pouzdano razlikovati granulome sa centralnom nekrozom kod
tularemije od kazeoproduktivih tuberuloidnih granuloma, pri klasicnom bojenju (256, 257,
258, 259). Diferencijalno dijagnosticki, pored tuberkuloze dolaze u obzir bolest macjeg
ogreba (CSD), lymphogranuloma inguinale, yersinia limphadenitis ili sarkoidoza (259) mada
je histopatoloska diferencijacija tularemije od sarkoidoze moguca (256). Histopatoloske lezije
ulceroglandularne tularemije obuhvataju stelatne mikroaabscese sliéne onima u CSD ili
lymphogranuloma venerum. Patomorfoloski nalaz respiratorne tularemije kada su zahvacena
pluca, je akutna nekrotizuju¢a pneumonija.

U svetu se rade imunohistohemijske studije, fluorescentna antigen testiranja i
imunoelektronska mikroskopija za dijagnozu F. tularensis ali nijedna od ovih metoda nije u
Sirokoj upotrebi niti lako dostupna a neke kao Sto je imunohistohemijska metoda su bile
jedino dostupne u CDC ili vojsci SAD (205).

U naSoj studiji koriS¢ena je metoda indirektne imunoperoksidaze za dokazivanje
antigena F. tularensis pomo¢u monoklonskih antitela 3FT6 i FT 11/1/1. Kao i kod
Gyuranecz-a, specificni reagens na lipopolisaharid F. tularensis, kori§¢en u ovoj studiji
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(3FT6) bio je meSavina dva klona misjih monoklonskih antitela, koji obezbeduju detekciju
svih subspecijesa F. tularensis, s tom razlikom Sto je kod nas primenjen na humanim
bioptatima, a kod Gyuranecsza na ze¢jim. bioptatima (260). Ova monoklonska antitela ne
daju ukrStenu reakciju sa antigeno sli¢énim bakterijama kao Sto su: Br. melitensis, Br. abortus,
Br. suis, Br. ovis., Y. pestis, Y.pseudotuberculosis, Y. enterocolitica, V. cholera, E. coli, Fr.
novicida.

Analizirano je ukupno 26 uzoraka bioptata limfnih ¢vorova fiksiranih formalinom i
obradenih parafinom i to 20 uzoraka obolelih od tularemije i 6 kontrolnih uzoraka. Tularemija
je potvrdena na 13 uzoraka (50%) a iskljucena kod 6 (23%). Kod preostalih 7 (27%) uzoraka
pacijenata sa klinicki i seroloski potvrdenom tularemijom imunohistohemija je bila negativna.
Ovako veliki broj negativnih rezultata mozemo objasniti analiziranim uzorcima koji su dugo
vremena bili ukalupljeni te nisu utvrdeni antigeni F.tularensis (5 lazno negativnih od 12
uzoraka analiziranih nakon 7 do 11 godina). Ostali razlozi mogu biti: neadekvatni deo uzorka
koji je analiziran (ne sadrzi antigene F. tularensis), duga primena antibiotske terapije kod
obolelih i neadekvatna fiksacija i obrada tkiva (delovanjem samih sredstava, npr. formalina na
bakteriju). Interesantno je da su nakon 4 do 7 godina svi analizirani uzorci tkiva imali
pozitivnu reakciju imunhistohemije.

Specifi¢nost IIP je iznosila 100%, dok je senzitivnost bila niska 65%. U pogledu
specificnosti metodu IIP mozemo koristiti za potvrdnu dijagnozu tularemije. U pogledu
senzitivnosti mab 3FT6 se pokazao senzitivnijim od mab FT 11/1/1. Od 19 uzoraka sa
seroloskom potvrdom na tularemiju, 9 (47,4%) je bilo pozitivno korisé¢enjem mab 3FT6 na F.
tularensis, a samo 2 uzorka (10,5%) sa mab FT 11/1/1. Od 5 uzoraka bez seroloSke potvrde na
tularemiju, 4 je bilo pozitivnho koris¢enjem mab 3FT6, a samo jedan primenom mab FT
11/1/1. Oba monoklonska antitela su pogodna za imunohistohemiju na parafinskim tkivima,
kao i u svezim i autoliti¢ko-hemijskim nekroti¢énim tkivima.

U pozitivnim uzorcima Francisella je detektovana multifokalno u podruéjima nekroze
i/ili makrofagima. Broj obelezenih bakterija tj. bakterijskih antigena je bio veoma nizak ili
nizak u vecini slucaja Sto se moZze objasniti uspeSnom eliminacijom bakterije imunim
sistemom domacina. Srednji broj bakterija je viden samo u 4 slucaja (Prilog, slike 20, 21). Ovi
rezultati su u skladu sa rezultatima drugih autora (260)

Primenom indirektne imunoperoksidazne metode, od 20 analiziranih bioptata limfnih
¢vorova obolelih od tularemije u 13 (65%) uzoraka utvrdeno je prisustvo antigena na F.
tularensis. Procenat pozitivnih uzoraka u odnosu na negativne, tokom vremena, kretao se od
33,3% do 100,0%. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u broju pozitivnih
uzoraka u ispitivanom vremenskom periodu. Znacaj ove metode je u tome §to je postavljena
retrogradna dijagnoza tularemije kod granulomatoznog limfadenitisa 4 pacijenta koji nisu
imali seroloSku potvrdu bolesti.

Prednost IHC nad serologijom i bakterijskom kulturom je Sto je infektivnost tkivnih
uzoraka elimisana tokom vremena zahvaljujuéi fiksaciji formalinom. Nekoliko autora je
pokazalo da je IHC koristan i senzitivan metod za detekciju F. tularensis u organima domacih
i divljih Zivotinja (205, 206, 260, 261).

Prema istrazivanju Gyuranecz-a IHC je bila najsenzitivnija i najspecifi¢nija metoda u
poredenju sa bakterijskom kulturom i serologijom. Antigen F. tularensis je detektovan
imunohistohemijom u 46 od 50 slucajeva (92%) prirodno inficiranih, seropozitivnih evropskih
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braon zeCeva (Lepus europeaus), dok je F. tularensis ssp holarctica izolovana kulturom i
potvrdena PCR-om u 35 od 50 slucajeva (70%). Veci deo patohistoloskih nalaza (88%) ¢inila
su zariSta sivo-belicaste boje, u pojedinacnim ili multiplim organima Lezije su obuhvatale
polja granulomatozne inflamacije koja ¢esto okruzuju nekrozu (260).

Imunohistohemijsko bojenje humanih histoloSkih uzoraka i njegov znacaj u odsustvu
kulture ili drugih uzoraka pogodnih za PCR otkrio je Guarner (202). Analizirana su formalin-
fiksirana tkiva u 4 slucaja tularemije, kao i kontrolna tkiva kori§¢enjem imunohistohemije
(IHC) na F. tularensis. Pozitivno imunobojenje je nadeno u svim ispitivanim sluc¢ajevima
tularemije: tri respiratorne i jedne ulceroglandularne. Obilni antigeni F. tularensis su zapazeni
u alveolarnim prostorima kod sva tri slucaja respiratorne tularemije koja su zavrsila fatalno.
Pozitivno imunohistohemijsko bojenje je, osim u plu¢ima, videno u slezini, limfnim
¢vorovima i jetri. Kod Cetvrtog pacijenta koji je imao ulceroglandularnu tularemiju biopsija
limfnog ¢vora je demonstrirala tipi¢ne stelatne mikroapscese. Imunohistohemija je pokazala
pozitivno bojenje bakterija u apscesima, ponekim makrofagima i endotelijalnim ¢elijama u
nenekroti¢énim oblastima (205).

Imunohistohemijska identifikacija F. tularensis u formalin - fiksiranom tkivu je
potvrdena u eksperimentalnoj studiji Zejdnera kao pouzdana metoda za postavljanje brze
etioloSke dijagnoze tularemije. Ova metoda se predlaze za brzu etioloSku dijagnozu i na
humanom materijalu, u uslovima kada sveza tkiva nisu dostupna za izolaciju i identifikaciju
uzrocnika (206). U eksperimentu DeBeya, povrden je znacaj imunohistohemijskog testa za
detekciju antigena F. tularensis u tkivima macaka sa tularemijom. Tako je kod 10 Zivotinja sa
tipiénom tularemijom bolest bila potvrdena i izolacijom F. tularensis i imunohistohemijskom
identifikacijom antigena F. tularensis. U preostalih 9 uzoraka dokazan je antigen F.tularensis.
Iz navedenih uzoraka nije izolovana F.tularensis (261).

5.3.3. Molekularna dijagnostika

Mnoge prethodne studije su potvrdile znacaj PCR metode u dijagnostici tularemije iz
uzoraka krvi, ulcera i pusa (166, 191, 193, 195, 198),

Komercijalno je razvijen prvi PCR test za analizu formalinom fiksiranih tkiva na
prisustvo genoma F.tularensis (262). PCR je bezbedna, brza senzitivna i specifi¢na metoda za
dokazivanje genoma F.tularensis. u tkivima ljudi i zivotinja obolelih od tularemije PCR
analiza za 211-bp fragment lipoproteina F. tularensis je izvedena na tkivima 16 slucajeva
tularemije. Svih 14 od 15 slucajeva sa intaktnom DNK (93%) je bilo pozitivho na F.
tularensis metodom PCR. U tkivima gde je utvrdeno prisustvo genoma F.tularensis nadeni su
iregularni mikroabscesi i granulomi u jetri, slezini, bubrezima i limfnim ¢vorovima kao i
nekrotizuju¢a pneumonija. U retkim slucajevima nadeni su supurativni leptomeningitis 1
gastrointestinalni ulceri (262).

U naSem istrazivanju uzoraka bioptata limfnih nodusa PCR metodom nismo utvrdili
genom F.tularensis ni u jednom analiziranom uzorku. Razlozi za negativne rezultate PCR
metode mogu biti brojni. Pre svega, PCR metoda je metoda izbora u dijagnozi
ulceroglandularne tularemije iz uzoraka lezije i akutne faze tularemije iz uzoraka krvi. Ostali
razlozi mogu biti npr. starost kalupa, formalinska i parafinska obrada tkiva kao i duga
primena antibiotika kod pacijenata kojima su uzeti uzorci tkiva za ovu analizu. Degradacija
DNK tokom transporta se izgleda ne deSava (166).
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PCR moze potvrditi dijagnozu tularemije u retkim slucajevima gde drugi rutinski testovi
ukljucujuéi serologiju ostaju negativni. U ulceroglandularnoj tularemiji, uzorci rana kod cetiri
slucaja klini¢ki suspektne tularemije ali negativne kulturom i serologijom, pokazale su
pozitivan nalaz PCR-om (166). Prajmeri zasnovani na tul4 omogucili su mnogo efikasniju
amplifikaciju DNA nego li prajmeri bazirani na 16S rRNK genu. (197). Sumirajuéi rezultate
studija na ulceroglandularnoj tularemiji u Svedskoj, ukupna senzitivnost PCR na tul4 gen
iznosila je 777 a specificnost 97/. Sa tul4 genom kao prajmerom, DNK F. tularensis je
pluca, meninge i crevo (168).

Korisnost real-time PCR-a u dijagnostici tularemije potvrdena je na seriji dobrovoljaca
vakcinisanih protiv tularemije. Uzorci briseva koze vakcinisanih dobrovoljaca LVS
tularemi¢nom vakcinom testirani su PCR metodom, ciljaju¢i na fop A gen i komparirani sa
kulturom. Rezultati PCR su bili pozitivni kod vecine vakcinisanih do 1 nedelje nakon
vakcinacije, dok je kultura bila negativna.

Uvodenje PCR-a predstavlja znacajno dostignuée u dijagnostici tularemije. Iako je do
sada PCR metod primenjivan u dijagnostici tularmije kod ljudi izazvane sa manje virulentnim
sojem F. tularensis subsp. holarctica, ova tehnologija ¢e bez sumnje biti dragocena i kod
infekcije sojem F. tularensis subsp. tularensis. Buduci komercijalni PCR test bazirace se na
dokazivanju konzerviranih gena F.tularensis kao Sto je tul 4 gen.

5. 4. Terapijski pristup

Teskoce u lecenju ove bolesti odnose se na neprepoznavanje oboljenja i kasni pocetak
adekvatne antimikrobne terapije, toksi¢nost preporucenih antimikrobnih lekova kao i na
patofizioloSki mehanizam infekcije (208).

U pocetku, dok se jo$ nije sumnjalo na tularemiju, bilo je terapijskog lutanja i pokusaja
primene razliCitih kombinacije antibiotika u cilju iznalazenja najefikasnije terapije. Ipak,
najce$¢i oblik terapije bio je primena gentamicina, u trajanju od 7 do 10 dana, nakon Cega bi
terapija bila produzena primenom ciprofloksacina u trajanju od 10 dana. Deca mlada od 15
god. lecena su amikacinom u trajanju od 7 do 10 dana ili gentamicinom (55). Kod laksih
formi bolesti terapija je bila peroralna: monoterpija ciprofloksacinom 10 dana ili
doksiciklinom 10 do 14 dana (142, 143, 233, 263, 264, 265).

Osim izbora antibiotika, Helvaci i Meric, nalaze da je rani antibiotski tretman (unutar
prve 3, odnosno 2 nedelje od pocetka bolesti) mnogo efikasniji za razreSenje infekcije (52,
138). Tokom epidemije tularemije u Tuskoj, 75% bolesnika koji su zapoceli odgovarajuci
antibiotski tretman unutar prve tri nedelje se kompletno oporavilo dok je samo 26,8%
bolesnika tretiranih odgovaraju¢im antibioticima unutar 4 ili viSe nedelja od bolesti, izle¢eno
(51).

Prehospitalni period trajanja bolesti a ujedno i vreme zapocinjanja adekvatnog lecenja
33,4 dana uz veoma veliku individualnu varijabilnost, $to je bilo statisticki znac¢ajno duze u
odnosu na kontrolnu grupu i duze u odnosu na rezultate Golubovic¢a tokom epidemije u Bosni
(15 dana) (237) Ovo objasnjavamo lutanjem u dijagnozi i neprepoznavanjem oboljenja koje
se prvi put javlja na naSem podru¢ju 1999. god te su prosecne duzine prehospitalnog i
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hospitalnog perioda duze na racun novootkrivenih bolesnika u prvoj, pa i u drugoj godini
javljanja epidemije.

Trajanje prehospitalnog perioda je bilo statisticki znacajno duze kod obolelih koji su
imali komplikacije (48 dana) u odnosu na one koji nisu imali komplikacije (25 dana).

U epidemiji tularemije u Turskoj, srednje vreme odlaganja pocetka davanja
odgovarajuceg antibiotika je iznosilo 8 nedelja (1-17 nedelja) (51). Isto je zapaZanje i tokom
leGenja tularemije u Spaniji gde se isti¢e dug period odlaganja od pocetka simptoma do
postavljanja dijagnoze i zapodinjanja terapije. Razlog je isti kao i kod nas i u Turskoj:
prethodno odsustvo bolesti na tom prostoru (221).

Prose€an bolnic¢ki period nasih bolesnika iznosio je 18,6 dana a ukupno trajanje bolesti
cak 54,8 dana Sto je bilo statisticki znac¢ajno duze u odnosu na kontrolnu grupu.

Poredenjem primenjene terapije u prebolnickom i bolni¢kom periodu ustanovili smo da
je neadekvatna terapija u prehospitalnom periodu statisticki bila znacajno zastupljenija u
odnosu na istu terapiju u hospitalnom periodu, kao i da je zastupljenost adekvatnog bolnickog
leCenja u hospitalnom periodu znacajno veéa u odnosu na njenu zastupljenost u
prehospitalnom periodu. U prilog tome nam govore dobijeni podaci: pre hospitalizacije
neadekvatno je leceno €ak 45,1% bolesnika, kod 20,4% je bila zastupljena polipragmazija, a
samo 7,9% bolesnika je leCeno adekvatno. Kod hospitalizovanih bolesnika adekvatna terapija
je bila primenjena kod 76,2%, neadekvatna kod 2%, a kod 21,8% je bila prisutna
polipragmazija. Polipragmazija je podrazumevala primenu polimikrobne antibiotske terapije u
kojoj je bilo i odgovaraju¢ih ali i neodgovarajucih antibiotika. Ona je bila podjednako
zastupljena u oba perioda leCenja i povecavala je procenat neadekvatnog lecenja za oko 20%.
NasSi podaci su u skladu sa rezultatima Celebija po kome je 87% bolesnika je leceno
adekvatnom antibiotskom terapijom a 13% bolesnika (od kojih se polovina oporavila
spontano), nije tretirano bilo kakvom antibiotskom terapijom (51).

Terapija je ordinirana u skladu sa poznatim terapijskim principima kao i na osnovu
rezultata in vitro ispitivanja osetljivosti F. tularensis na antibiotike, pojedinih autora. Po
Ikaheimu, svih 38 sojeva Francisella tularensis (biovar F. tularensis palaearctica) je bilo
osetljivo na antibiotike kao Sto su streptomicin (MICg 4,0 mg/L), tetraciklin (MICy, 0,38
mg/L), hloramfenikol (MICgy 0,38 mg/L), tobramicin (MICgy 1,5 mg/L) i gentamicin (MICg
1,0 mg/L). Hinoloni su imali nizak MICy. ciprofloksacin, 0,016 mg/L; levofloksacin, 0,016
mg/L; grepafloksacin, 0,047 mg/L; i trovafloksacin, 0,032 mg/L. Nasuprot tome svi sojevi su
bili rezistentni na B-laktame i azitromicin (217). In vivo neuspeh ceftriaksonske terapije u
tuleremiji dokumentovan je u literaturi (212, 266). Poznati terapijski stav o neefikasnosti
penicilina u lecenju tularemije, jasno i ubedljivo je potvrden tokom ove epidemije, Sto je u
skladu sa iznetim ¢injenicima u standardnoj literaturi.

Od 113 ispitanih bolesnika, antibioticima je leceno ukupno 101 a adekvatno lecenih je
bilo 99. Kombinovana terapija je bila zastupljenija od monoterapije (61% naspram 28%), a
kombinovana sukcesivna zastupljenija od kombinovane polivalentne terapije (49% spram
19%).

Medu monoterapijom najve¢i broj bolesnika je primao gentamicin (74), slede
ciprofloksacin (8), doksiciklin (3), amikacin (6) i streptomicin (2). U pogledu duZine
bolnickog lecenja najkrace bolnicko leenje iznosilo je Xsr=6,90, Me=7,00 dana kod primene
amikacina. NajduZze bolnicko lecenje bilo je Xsr=11,06 i Me=10 dana kod lecenja
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ciprofloksacinom. Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u duzini leCenja
primenjenim antibioticima.

Medu kombinovanom terapijom najveéi broj bolesnika je primao gentamicin i
ciprofloksacin (n=32), potom gentamicin i doksiciklin (n=20), gentamicin, ciprofloksacin i
doksiciklin (n=8) a najmanje bolesnika (n=2) je primalo ciprofloksacin i doksiciklin.
Najkrace bonicko lecenje iznosilo je Xsr=16,9 Me =16,0 dana kod leCenja gentamicinom i
doksiciklinom, a najduze Xsr=30,75, Me=28,50 dana kod kombinacije: gentamicin,
ciprofloksacin i1 doksiciklin. Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika u duZzini
bolni¢kog le¢enja u odnosu na vrstu kombinovane terapije. Mann-Whitney U test pokazuje da
su oboleli od tularemije koji su leceni kombinacijom gentamicina, ciprofloksacina i
doksiciklina imali statisti¢ki znacajno duze bolnicko lecenje od obolelih koji su leceni
kombinacijom gentamicina i doksiciklina. Pacijenti koji su lefeni gentamicinom i
ciprofloksacinom imali su statisticki znacajno duze leCenje u odnosu na pacijente lecene
gentamicinom i doksiciklinom.

U pogledu trajanja leCenja, prosecno trajanje monoterapije iznosilo je 13 dana a
kombinovane 21,2 dana. Trajanje kombinovane terapije bilo je statisticki znacajno duze u
odnosu na trajanje monoterapije (p<0,001).

Pre hospitalizacije prose¢na duzina terapije je bila 15,5 dana (min 2 dana, max 60 dana),
za vreme hospitalizacije 19 dana (min 5 dana, max 61 dan) i ukupno trajanje lecenja 32,8
(min 8 dana, max 150 dana). Obolele od tularemije karakterise velika individualna
varijabilnost u duzini prehospitalnog, hospitalnog i ukupnog lecenja, kao i prilicno dugo
antibiotsko leCenje. Ovo je na racun dugog prehospitalnog lecenja kao i ponovljenih
hospitalizacija kod pojave komplikacija.

DuZina hospitalizacije kod obolelih sa prisustvom komplikacija iznosila je 23 dana,
nasuprot 13 dana kod obolelih bez komplikacija, a ukupno trajanje bolesti 68 dana kod
obolelih sa komplikacijama, u odnosu na 38 dana kod obolelih bez komplikacija. Utvrdeno je
da su trajanje hospitalizacije kao i ukupno trajanje bolesti statisticki znacajno duzi kod
obolelih koji su imali komplikacije u odnosu na one koji nisu imali komplikacije. Takode,
pacijenti sa komplikacijama su hospitalizovani viSe puta u odnosu na pacijente bez
komplikacija koji su naj¢es¢e imali jednu hospitalizaciju.

Kod obolelih od tularemije, od ukupno 99 adekvatno leCenih bolesnika, leCenje
zapoceto u periodu kra¢em od 3 nedelje od pocetka bolesti je imalo 46,5% bolesnika, a kod
53,5% je adekvatno leCenje zapoceto nakon 3 nedelje od pocetka bolesti. Statisticki je
utvrdeno da je kod obolelih od tularemije znacajno kasnije zapoceto adekvatno leCenje u
odnosu na kontrolnu grupu. Cak dve tre¢ine komplikacija (76,6%) su se javile nakon kasnog
zapocinjanja adekvatnog lecenja. Komplikacije se statisticki znacajno cesce javljaju kod
pacijenata Cije je leCenje zapoceto nakon 3 nedelje od pocetka bolesti (p<0,001).

U prilog tome govori znacajno ¢eS¢a pojava apscedirajuceg limfadenitisa kod kasno
zapocetog adekvatnog lecenja (Cak 79,5% svih supurativnih limfadenita). Utvrdeno je da
postoji statisti¢ki znacajna povezanost izmedu pojave apscedirajuc¢eg limfadenitisa i vremena
zapocinjanja adekvatnog le¢enja (p<0,001).

Recidiv se takode ¢eSce javljao kod kasnije zapocCetog adekvatnog lecenja (61,1% svih
recidiva) ali ne statisticki znacajno u odnosu na pojavu kod pravovremenog lecenja.
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Perzistentna limfadenopatija je bila prisutna kod 6,6% bolesnika sa kasnijim po¢etkom
adekvatnog lecenja ali statisticki znacajna povezanost sa vremenom zapocinjanja adekvatnog
lecenja ne postoji.

Od ukupno 99 adekvatno lecenih na nasoj klinici ¢ak 43,4% je imalo komplikacije ali je
krajnji ishod kod svih bio izleCenje. Terapijski uspeh kod nas, bio je ve¢i u odnosu na isti u
Turskoj, gde se 21 od 61 bolesnika (34,4%), kompletno oporavilo od bolesti, unutar perioda
od 4 meseca. Utvrdeno je da postoji visoka statisticka znacajnost izmedu izmedu pojave
komplikacija i vrste primenjene terapije. Monoterapija je CeS¢e primenjivana kod bolesnika
bez komplikacija i1 dovela je do izle€enja u 81,2% slucajeva. Kombinovana terapija je eSce
primenjivana kod komplikacija i dovela je do izleCenja u 55,1% slucajeva. Najveéi broj
pacijenata koji su imali komplikacije leCen je sukcesivhom terapijom gentamicinom i
ciprofloksacinom (20), slede sukcesivna terapija gentamicinom i doksiciklinom —(6) i
polivalentna, amikacin sa longacefom (6 bolesnika).

Najcesce komplikacije tokom lecenja kombinovanom terapijom bile su apscedirajuci
limfadeniti (50,7%) i recidivi bolesti (26,1%). Sva Cetiri slucaja perzistentne limfadenopatije
su se javila nakon le¢enja kombinovanom terapijom. Manje je verovatno da je perzistentna
limfadenopatija moguca posledica leCenja ovom terapijom, pre ¢e biti da je patogeneza
intracelularnog uzro¢nika odgovorna za dugotrajnu limfadenopatiju.

Po Kaya, 2011, neuspesnost terapije definisana je prisustvom perzistentne ili rekurentne
temperature, povecanjem veli¢ine ili pojavom nove limfadenopatije i odrzavanjem
konstitucionalnog sindroma sa porastom nivoa proteina akutne faze infekcije (267).

U literaturi nema jasno postavljenih kriterijuma za pocetak drugog terapijskog rezima
nakon terapijskog neuspeha. Po Perezu, nastavak terapijskog reZima je indikovan, kada
bolesnik ima dugotrajnu temperaturu, kada se pojavljuju novi limfni ¢vorovi i1 kada se odrzava
konstitucionalni sindrom (astenija, anoreksija, gubitak na telesnoj teZini) sa povisenim
markerima inflamacije (221).

Kada je u pitanju efikasnost lecenja, najvec¢i procenat izlecenja bez komplikacija imala
je primena streptomicina (100%), ali je ovu terapiju primalo samo dva pacijenta. Ovo je u
skladu sa rezultatima Enderlina i sar. prema kojima je stopa izleCenja streptomicinom 97%,
bez relapsa (212).

Visoku stopu izleCenja bez komplikacija imao je gentamicin (83,3%), slede
ciprofloksacin (75%) i kombinovana terapija gentamicinom i doksicilinom (70,0%).

Terapijski neuspeh podrazumevao je prisustvo fluktuantne limfadenopatije i relapsa
nakon inicijalnog terapijskog rezima. Apscediraju¢i limfadenitis se javio kod 16,7% lecenih
gentamicinom, dok se recidiv javio kod jednog bolesnika sa IgA nefropatijom (268). U
odnosu na naSe podatke, stopa izle¢enja za gentamicin prema Enderlinu bila je slicna i
iznosila 86%. Stopa relapsa iznosila je 6 % a neuspeh terapije 8% (212).

Kod monoterapije ciprofloksacinom, u prose¢nom trajanju od 11 dana, od osam lecenih
bolesnika dvoje je imalo komplikacije: kod jednog apscedirajué¢i limfadenitis, a kod drugog
recidiv. Ovo je u skladu sa podacima Russella o mogucoj pojavi relapsa nakon leCenja
ciprofloksacinom (269), ali se razlikuje od rezultata drugih autora po kojima su se hinoloni
pokazali kao obecavajuéi lekovi u terapiji tularemije (214, 215, 216, 269).

Analiziraju¢i pojavu komplikacija u zavisnosti od primenjene terapije dosli smo do
zakljucka da je najveéi procenat komplikacija ustanovljen kod primene amikacina kod dece
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(100%) najceSce u kombinaciji sa longacefom. Apscedirajuci limfadenitis se javio kod svih 6
leCenih amikacinom i longacefom (100%). Najveci procenat recidiva registrovan je pri
primeni sukcesivne terapije gentamicinom i ciprofloksacinom (37,5%).

Efekat primenjene terapije aminoglikozida i fluorohinolona davanih sukcesivno u
trajanju od 22,5 dana je bio slabiji nego Sto se navodilo u dostupnoj literaturi (237). lako je
kod svih konaéni efekat bio izleCenje, komplikacije su se javile kod 62,5% bolesnika, sa
predominacijom apscediraju¢ih limfadenita u 53,1% slucaja, potom recidiva. Da li su ove
komplikacije posledica kasno zapocete adekvatne terapije ili prethodne polipragmazije ili su
posledica leCenja navedenom terapijom ostaje pitanje.

Preliminarni podaci Limaye i sar. pokazuju da hinoloni mogu biti efikasni alternativni
lekovi, sa zadovoljavaju¢im klinickim odgovorom bez relapsa, kod pacijenata koji ne
zahtevaju parenteralnu terapiju ili su intolerantni na standardne terapijske rezime. Medutim,
zbog ograni¢enog klinickog iskustva i njihova uloga u tretiranju ozbiljne bolesti je neizvesna
(270).

Da su fluorohinoloni odli¢na alternativa aminoglikozidima pokazali su Syrjala et al. 10
vrsta F. tularensis imalo je odli¢nu osetljivost na ciprofloksacin, norfloxacin, ofloksacin, i
pefloksacin. U anglosaksonskoj literaturi, objavljeno je 10 slucajeva bolesnika tretiranih
oralno sa hinolonima; svi ovi bolesnici bili su izleeni (221).

U epidemiji ulceroglandularne tularemije u Spaniji, tretirano je 142 bolesnika, terapijski
neuspeh je bio prisutan kod 22,5% a ciprofloksacin je imao najmanji procenat neuspeha i
najmanje nezeljenih efekata. Terapijski neuspeh je bio povezan sa ulceroglandularnom
formom bolesti i upotrebom doksiciklina kao inicijalnom terapijom. Ciprofloksacin je
koris¢en kod 66 bolesnika u ovoj studiji 1 dobijeni su bolji rezultati sa ovim lekom nego sa
uobicajenim terapeutskim rezimima. Kao inicijalna terpija postignut je terapijski uspeh kod
21 od ukupno 22 bolesnika (95,5%) Ciprofloksacin je kori$¢en kao terapija drugog reda posle
neuspeha prethodne terapije kod 34 bolesnika i kod svih je postignuto izleCenje (221).

Vanbolnicka terapija oralnim hinolonima, primenjena je u pustuloglandularnoj i
neseptikemic¢noj formi tularemije u Skandinavskim zemljama. Fluorohinoloni su se pokazali
efikasnim kao sekundarna terapija nakon neuspeSne primarne terapije doksiciklinom (271) i
gentamicinom (272).

Prema iskustvu Sheel-a i sar. bolesnik lecen doksiciklinom, ubrzo je imao relaps te je
terapija nastavljena 2 nedelje ciprofloksacinom, nakon ¢ega je potpuno izleen (271).

Prema rezultatu Risi-a i sar, pacijent sa ulceroglandularnom tularemijom koji je
inicijalno odgovorio na terapiju gentamicinom, ubrzo je imao klinicki relaps. Ciprofloksacin
je nastavljen 28 dana nakon ¢ega je bio klini¢ki oporavljen (272).

Nase nedoumice u lecenju tularemije kod dece ciprofloksacinom, razresila su iskustva
drugih autora.

Od prakti¢nog je znacaja efikasna primena fluorohinolona u le¢enju tularemije kod dece
u Norveskoj i Finskoj. Tako je u Norveskoj, svih 12-ro dece, uzrasta od 1 do 10 god, le¢eno
od ulceroglandularne tularemije oralnim ciprofloksacinom u dozi od 15-20mg/kg tt dnevno
podeljeno u dve doze, 10-14 dana i izle¢eno bez ikakvih komplikacija. Oporavak je poceo 4.
dana od uvodenja terapije. ZakljuCeno je da je ciprofloksacin zadovoljavajuéi antibiotik za
leenje vanbolni¢ke tularemije (215). U Finskoj, u periodu od 1967 do 1987. ukupno je 67
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dece mlade od 16 god, leceno od ulceroglandularne forme tularemije, razlicitim antibioticima,
ukljucujuéi i ciprofloksacin, bez razlike u ishodu bolesti (273).

Samo troje nasih bolesnika je leceno doksiciklinom u prose¢nom trajanju od 8,64 dana,
pri ¢emu se kod jednog javio apscediraju¢i limfadenitis. Prema rezultatima Enderlina stopa
izleCenja za tetraciklin je 88%, a relapsi su se javili u 12% slucaja (212). Sli¢na su i iskustva
Russela 0 mogucoj pojavi relapsa kod lecenja doksiciklinom. Terapijski neuspeh doksiciklina,
po Castrillonu, je povezan sa ulceroglandularnom formom bolesti i upotrebom doksiciklina
kao inicijalnom terapijom (221).

Tok bolesti kod naSih pacijenata je zbog komplikacija bio prolongiran, kao i u
eidemijama u Bosni, Spaniji i Turskoj (11, 179, 198). Rekonvalescencija je bila dosta duga
upravo zbog uporne i recidivantne limfadenopatije, zbog Cega se nekada terapija morala
primeniti i 2 do 3 puta (221, 237, 239).

Kod obolelih od tularemije 67,3% pacijenata je tretirano konzervativnom antibiotskom
terapijom, a 32,7% je podvrgnuto hirurSkom tretmanu S$to je u skladu sa prethodnim
istrazivanjem (236). Konzervativna terapija je bila zastupljenija u odnosu na hirurSku pri
leCenju, ali ne statisti¢ki znac¢ajno u odnosu na kontrolnu grupu. U odnosu na nase iskustvo,
vedi terapijski neuspeh je zabeleZen u Turskoj gde je ¢ak 40 bolesnika (65,5%) podvrgnuto
eksciziji limfnog ¢vora ili drenazi.

HirurSka terapija imala je i terapijski i dijagnosti¢ki znacaj. Po jedna hirurSka
intervencija je primenjena kod 30 bolesnika a vise od jedne (kombinacija hirurskih
intervencija) kod 7 bolesnika (kod 3 bolesnika incizija i punkcija, kod 3 incizija i biopsija i
kod jednog incizija i ekstirpacija). U najveéem broju slucajeva je uradena biopsija (11,5%),
zatim incizija i drenaza (6,2%), ekstirpacija (5,3%) i punkcija kod 3,5% pacijenata Sto je u
skladu sa prethodnim istrazivanjem (236). Utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna
razlika u primenjivanim hiruskim intervencijama uizmedu grupa.

Na osnovu ranijih iskustava, u prvih par nedelja bi trebalo izbegavati inciziju zbog
rizika od Sirenja infekcije u lokalno tkivo (4).

Evolucija apscediraju¢eg limfadenitisa kod obolelih bila je sledeca: 78,7% je
podvrgnuto hiruskoj interveniciji, 12,8% je imalo spontanu fistulizaciju i 8,5% je imalo
spontanu involuciju. Krajnji ishod kod svih je bilo izleCenje.

Konacni ishod nakon primenjene konzervativne i radikalne terapije bio je kompletna
klinicka remisija bolesti kod 109 (96,5%) bolesnika, dok je kod cetvoro (3,5%) ostala
dugotrajna i recidivantna limfadenopatija $to je u skladu sa prethodnim rezultatima (236).
Jedno od objasnjenja ove pojave kao i1 ostalih komplikacija je moguca rezistencija F.
tularensis na antibiotike koju opisuju i drugi autori govoreci o sve vecoj pojavi rezistentnih
sojeva F. tularensis na streptomicin, tetraciklin i hloramfenikol (274).
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6. ZAKLJUCAK

1. ELISA IgG Serion test je pokazao najvecu osetljivost (97,4%) 1 specificnost (93,1%)
1 predlaze se kao siguran i pouzdan test za dijagnostiku i pracenje obolelih od
tularemije.

2. Imunohromatografski test (VIRapid) se moze prakticno Koristiti kao brzi
dijagnosticki test za potvrdu klinicke dijagnoze zahvaljuju¢i svojoj Visokoj
senzitivnosti (97,4%), ali nije pouzdan za masovni skrining, zbog niZe specifi¢nosti
(85,2%).

3. Rezultati dobijeni seroloskim testovima se ne mogu tumaciti izolovano i nezavisno
od bolesnika. Nalaz antitela IgM i IgG klase ili ukupnih antitela na F.tularensis u
serumima bolesnika bez klinickih manifestacija bolesti, i posle vise godina od
pocetka infekcije, nije pokazatelj akutne, ve¢ preleZzane bolesti.

4. Prisustvo antitela IgM klase u serumima pacijenata i nakon 11 godina od infekcije
ukazuje na stalnu stimulaciju imunskog sistema od strane intracelularnih antigena
F.tularensis.

5. Imunohistohemijska metoda sa monoklonskim antitelima na F. tularensis (FT 11/1/1
i 3FT6) ima najvecu specifi¢nost (100%), te moze posluziti kao zlatni standard za
potvrdu bolesti, a istovremeno i za postavljanje retrogradne dijagnoze tularemije.
Oba koris¢ena monoklonska antitela su pogodna za imunohistohemijsku analizu
svezih kao i parafinski obradenih uzoraka tkiva obolelih od tularemije. Veca
osetljivost je dobijena sa FT 11/1/1 monoklonskim antitelom.

6. PCR metoda nije metoda izbora za dijagnozu tularemije na biopsijskim uzorcima
tkiva ukalupljenim u parafin. Negativan rezultat PCR testom ne iskljucuje dijagnozu
tularemije, ve¢ se uzimaju u razmatranje rezultati ostalih laboratorijskih testova i
Klinicki nalaz tularemije.

7. Orofaringealna tularemija je najzastupljenija klinicka forma bolesti (93,8%) sa
dominantnom jednostranom cervikalnom limfadenopatijom (91,5%). Postoji
statistiCki znacajna razlika u zastupljenosti jednostrane lokalizacije limfadenopatije
kod obolelih u odnosu na kontrolnu grupu.

8. Utvrdeno je da postoji statistiCki znacajna povezanost izmedu veliCine limfonodusa i
pojave komplikacija kod obolelih od tularemije. Cak 80% bolesnika sa
komplikacijama je imalo limfonoduse dijametra ve¢eg od 3 1 Scm.

9. Visok procenat komplikacija, u ¢ak 43 % bolesnika, sa najveCom zastupljenos$éu
apsediraju¢eg limfadenitisa i recidiva bolesti, je posledica kasno zapocete adekvatne
terapije. Komplikacije se znacajno ce$¢e javljaju kod pacijenata Cije je leCenje
zapoceto nakon 3 nedelje od pocetka bolesti.

10.Najveca efikasnost u leCenju sa najve¢im procentom izleCenja 1 najmanje
komplikacija ustanovljena je kod primene gentamicina (83,3%), potom
ciprofloksacina (75%).

11.Hirurska intervencija je imala dijagnosticki i terapijski znacaj kod
nedijagnostikovane limfadenopatije i njenih komplikacija.

12.Terapijski uspeh se ogledao u kompletnoj klini¢koj remisiji kod 96,5% bolesnika
pracenih u periodu od 1 do 11 godina, osim perzistentne limfadenopatije kod 4
bolesnika (3,5%). Nije bilo uticaja terapije na rezultate seroloskih analiza obolelih.
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Prilog

8.PRILOG

8.1. Klini¢ke manifestacije kod tularemije

s

Slika 1. Slika 2.

Slika 3.

Slika 5. Slika 6.

Slike 1-6. Apscediraju¢i limfadenitis kod obolelih
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Prilog

v

Slika 10.

Slike 9 i 10. Eksudativni multiformni eritem na Sakama seroloski potvrdene tularemije
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Prilog

i

Slike 11, 12. Recidivantni limfadenitis kod dece

Slika 13. Slika 14.

Slike 13 i 14. Biopsija uve¢anog limfnog ¢vora kod atipi¢ne obostrane limfadenopatije,
seroloski 1 imunohistohemijski potvrdene tularemije

Slika 15. Isecak cervikalnog limfnog ¢vora
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Prilog

8.2. PatohistoloSka dijagnostika

Slika. 17. Granulomatozni limfadenitis. Multinuklearne dzinovske ¢elije i nekroza. HE, obj x 20.
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Slika 18. Granulomatozni limfadenitis. Makrofagi i supuracija. HE, obj.x20.

Slika 19. Sirenje zapaljenjskog procesa u perinodalno masno tkivo (HE).
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Prilog

8.3. Imunohistohemijska dijagnostika

Slike 20 i 21. Pozitivna imunohistohemijska reakcija na F. tularensis (crvena boja specifi¢no
obelezenih bakterija je zbog hromogena AEC)
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