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Сажетак
Myxobolus cerebralis је узрочник једне од најопаснијих болести (вртичавост) 
код салмонида. Припада подфилуму Myxozoa за који је најпријемчивија 
калифорнијска пастрмка (Oncorhynchus mykiss). Протеини акутне фазе, 
као есенцијалне компоненте нормалне хомеостазе, потпуно су изучени и 
користе се као дијагностички и прогностички маркер за процену инфекције и 
запаљинских процеса код људи и животиња. Када је у питању патологија риба, 
значај и функција протеина акутне фазе још увек није у потпуности утврђена. 
Додатно, с обзиром да је, због недостатка специфичних дијагностичких 
тестова, паразитске инфекције теже дијагностиковати од бактеријских и 
вирусних, промена концентрације неких од протеина акутне фазе би се могла 
користити као алтернативни биомаркер за миксоболијазу. Да би се разумео 
дијагностички значај протеина акутне фазе код риба и да би се разликовале 
њихове вредности код различитих типова поремећаја неопходна су даља 
истраживања. У овој студији испитана је промена вредности  церулоплазмина 
и Ц-реактивног протеина након инфламације изазване природном инфекцијом 
са Myxobolus cerebralis код калифорнијске пастрмке (Oncorhynchus mykiss). 
Мерења су спроводена биохемијским и ензимским имуносорбентним тестом. 
Материјал за испитивање је укључивао болесне калифорнијске пастрмке 
са стопом морталитета од 45%. У будућности, протеини акутне фазе имају 
реални потенцијал да буду широко коришћени у дијагностиковању различитих 
болести код риба, јер промена њихове вредности може допринети бољој 
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дијагностици и лечењу, поготово када се промене јављају у току болести. 
Концентрација Ц-реактивног протеина код пастрмке може да послужи као 
индикатор здравственог стања. Потребна су додатна истраживања у циљу 
бољег разумевања дијагностичког значаја протеина акутне фазе код риба и 
тумачења различитих вредности  концентрација код различитих поремећаја.

Кључне ријечи: Ц-реактивни протеин, церулоплазмин, Myxobolus cerebralis, 
калифорнијска пастрмка.

УВОД

Myxobolus cerebralis је паразит миксоспоридија присутан код салмонида, 
и то узгајаних и дивљих популација, а код којих узрокује вртичавост (енг: 
Whirling disease; скр: WD). Болест, која се јавља код рибље млађи, доводи до 
деформитета скелета и неуролошких поремећаја. Развојни циклус M. cerebralis 
карактерише животни циклус кроз два домаћина, бескичмењака олигохету 
Tubifex tubifex и кичмењака рибу из групе салмонида. Триактиномиксон споре 
Myxobolus cerebralis могу да продру у крајњег домаћина кроз кожу, шкрге, 
усну шупљину и пераја (Markiw, 1989; El-Matbouli и сар., 1995). Након 
везивања актиноспоре, спороплазме улазе у епителне ћелије рибе и почињу 
да се размножавају. Два дана након тога, ћелије секундарне спороплазме 
мигрирају у поткожно ткиво, затим у ћелије периферног нервног система и 
за неколико недеља стижу до ткива хрскавице (Sipos и сар., 2018). Потврдна 
дијагноза се заснива или на хистологији или на молекуларним методама, при 
чему је одобрена само једна утврђена PCR техника.
Одговор протеина акутне фазе је много више и детаљније проучен код виших 
у односу на ниже кичмењаке. Протеини акутне фазе (ПАФ) су супстанце 
које се синтетишу током акутног одговора на инфекцију, запањински процес, 
стрес или оштећење ткива (Cerón и сар., 2005; Petersen и сар., 2004). ПАФ, 
чија се концентрација у крви повећава за најмање 25% током инфламаторних 
процеса, називају се „позитивним“ ПАФ, док се „негативним“ ПАФ сматрају 
они чија се концентрације смањује у сличном односу (Gabay и Kushner, 1999). 
Даље, концентрација „позитивних“ ПАФ (као што су Ц-реактивни протеин 
и церулоплазмин) се повећава, док се ниво „негативних“ ПАФ (као што је 
албумин) смањује. Изразито позитивни ПАФ су они код којих се концентрације  
повећавају за 100-1000 пута у року од 1-2 дана, док су умерено позитивни 
ПАФ они код којих се концентрације повећава 5-10 пута, а незнатно позитивни 
су они ПАФ код којих се концентрација повећава између 50 и 100% (Roy и 
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сар., 2017). Такође, као одговор на инфламаторне стимулусе, концентрација 
негативних ПАФ, који се називају и акутни бустери, се смањује вероватно као 
резултат привремене повећане доступности слободних хормона који се везују 
за ове протеине (Ingenbleek и Young, 1994).
Производња и функција ПАФ се разликује код различитих врста животиња. 
Код риба, као и код сисара, хепатоцити су главни извор ПАФ (Güleç и Cengizler, 
2012). Концентрације петраксина, којима припада Ц-реактивни протеин 
(ЦРП), после одговора акутне фазе код риба благо, расту или опадају (Ellis, 
2001). ЦРП је најзначајнији ПАФ код кичмењака, укључујући кошљорибе 
у које спада и калифорнијска пастрмка (Onchorhynchus mykiss), а учествује 
у аглутинацији бактерија, активацији комплемента, активацији макрофага, 
инхибира раст неких бактерија и појачава фагоцитозу бактерија (Tîrziu, 2009). 
Такође, Kodama и сар. (1999) указују да код калифорнијске пастрмке ЦРП 
појачава имуностимулативну активност ћелија бубрега, доводећи до појачане 
фагоцитне и хемокинетичке активности.
Церулоплазмин (Цп) је протеин акутне фазе чија се концентрација повећава 
као одговор на инфекцију, запаљински процес или друге факторе који 
оштећују ткиво. Главни извор су хепатоцити, али је могућа и синтеза на 
местима оштећења ткива (Szczubiał и сар., 2012). Има способност да смањи 
оксидацију липида, уклања супероксиде и ослобађа јона бакра, а такође врши 
оксидацију Fe2

+ у Fe3
+  (Tapryal и сар., 2009). Промене у концентрацији Цп 

код пастрмке могу бити од значаја за рано откривање миксоболијазе изазване 
Myxobolus cerebralis и заједно са резултатима о концентрацији ЦРП могу се 
користити као параметри за рану дијагностику, која се може успоставити 
пре предузимања одговарајуће терапије. Стога је циљ овог истраживања 
да се сагледају промене у концентрацијама ЦРП и церулоплазмина код 
калифорнијске пастрмке (Onchorhynchus mykiss) током природне инфекције 
изазване Myxobolus cerebralis, као и могућност њиховог коришћења као 
маркера за миксоболијазе.

МАТЕРИЈАЛИ И МЕТОДЕ

Оболела калифорнијска пастрмка (5-10 g) добијена је из рибњака у близини 
Пловдива, у Бугарској, где је забележен морталитет од 45%. Узорци крви су 
узети са репа на задњој страни аналне пераје потпуно одечене помоћу сечива 
скалпела. Биохемијски параметри су одређивани на потпуно аутоматском 
уређају за биохемијске анализе у ветерини Mindray BS-120 (Mindray Bio-
Medical Electronics, Кина), коришћењем стандардних лабораторијских 
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комплета које је испоручио Biolabo SAS (Француска). Метода одређивања 
церулоплазмина заснива се на мерењу активности оксидазе коју церулоплазмин 
(Цп) показује са п-фенилендиамином (ППД). Обојени оксидациони производ 
настаје оксидацијом ППД помоћу Цп применом Ревинове методе описане од 
стране Bestujeva и Kolb. Комплет за ЕLISA ЦРП високе осетљивости за рибе 
(енг: Fish high sensitivity C-Reactive Protein; скр: hs-CRP) је претходно обложен 
специфичним hs-CRP антителом. У бунарчиће за узорке додато је 10 μl узорака 
разблаженог у 40 μl пуфера за разблаживање, затим су узорци инкубирани на 
37ºC током 30 минута и 5 пута испрани раствором за испирање. 50 μl ЦРП - 
коњугованог реагенса је додато у сваки бунарчић и плоче су инкубиране 30 
минута на 37ºC. Невезани коњугат је испран и 50 μl раствора хромогена А 
и 50 μl раствора хромогена Б је додато у сваки бунарчић, а затим инкубиран 
на 37°C током 15 минута. Ензимска реакција је заустављена додавањем 50 μl 
стоп раствора у сваки бунарчић. Оптичка густина је мерена на 450 nm.
Статистичка анализа резултата је спроведена коришћењем једносмерне 
анализе варијансе (ANOVA). Добијени резултати су обрађени помоћу 
софтвера Statistica v.6.1 (StatSoft Inc.)  и представљени као средња вредност 
и стандардна грешка средње вредности (Средња вредност±Стандардна 
грешка). Статистичка значајност параметара одређена је LSD Posthoc тестом 
при вредности P < 0,05.

РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА

Инфекције миксозоама разликују се по начину инфекције, путу којим паразит 
стиже до циљног ткива, самом циљном ткиву и симптомима болести код 
пацијента. У одређеним случајевима, као што је код инфекције са M. cerebralis, 
када паразит  мигрира кроз заштићене путеве, одговор специфичног антитела је 
одложен (Holzer и сар., 2021), а такође се претпоставља да домаћин вероватно не 
може да одговори на инфекцију све док паразит не изазове довољно оштећења 
хрскавичном ткиву када бива изложен одбрамбеним механизмима домаћина. 
Рибе испољавају  имунску реакцију против унутрашњих и спољашњих агенаса, 
а која укључује активацију како урођеног тако и стеченог имунитета (Gruys 
и сар., 2005). Урођени имунски систем код риба се активира као одговор на 
инфламаторне стимулусе активацијом фагоцита, стимулисањем активности 
белих крвних зрнаца и променом концентрације протеина акутне фазе (Roy 
и сар., 2017).
Ц-реактивни протеин је део урођеног имунског одговора и има кључну улогу 
у аглутинацији страних микроорганизама, везивању за фосфатидилхолин 
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на површини микроорганизма, активацији фагоцитозе и класичне каскадне 
реакције комплемента (Nag и сар., 2004). Резултати Liu и сар. (2004) указују да се 
синтеза ЦРП код калифорнијске пастрмке детектује углавном у хепатоцитима, 
макрофагима бубрега, лимфоцитима слезине и лимфоцитима периферне крви. 
За разлику од људи и сисара, код риба су концентрације ЦРП релативно високе. 
Код риба се пентраксини обично налазе у вишим концентрацијама у серуму, 
а различити су код различитих врста риба (Ellis, 2001), па су те вредности код 
ораде (Pagrus auratus) - 54 μg/ml (Cook и сар., 2003), рибе листа (Pleuronectes 
plates) – 55 μg/ml (Pathak и Agrawal, 2019), морског пса (Mustelus canis) – 400 
μg/ml (Robey и сар., 1983), листа (Cynoglossus semilaevis) – 7,6 μg/ml (Li и 
сар., 2013). Физиолошки распон концентрације ЦРП у серуму калифорнијске 
пастрмке је 30-88 μg/ml (Liu и сар., 2004; Kodama и сар., 2004; Pathak и Agrawal, 
2019). У нашем истраживању, као одговор на инвазију паразита, ниво ЦРП 
код оболелих риба (481±5,11 μg/ml) је био виши него код здравих (36,6±0,11 
μg/ml). Ови подаци су у складу са ранијим литературним подацима, где се 
ниво ЦРП значајно повећао недељу дана након инвазије, а затим се смањио 
на вредности испод физиолошких (Hoole и сар., 2003; Roy и сар., 2017). Saheb 
и сар. (2020) су саопштили да се концентрација ЦРП повећава зависно од 
типа паразитске инфекције протозоама, а та вредност се може користити као 
неспецифичан индикатор код клиничког испитивања.
У нашем испитивању утврђен је ефекат M. cerebralis не само на ЦРП већ и на 
вредности Цп. Као и код сисара, главна улога Цп код риба је транспорт бакра 
у крви (Sieroslawska и сар., 2012). Улога Цп је слична улози интерферона и 
трансферина; инхибира развој бактерија тако што им одузима неке хранљиве 
материје, тј. јоне бакра. Примећено је да вредност Цп, као протеина акутне 
фазе, расте под утицајем различитих штетних фактора. Концентрација Цп 
здраве калифорнијске пастрмке у нашем раду (11-36 mg/dL) била је близу 
оних утврђених у ранијим радовима 13,43-15,48 mg/% (Ispir и Dorucu, 2005; 
Yonar и сар., 2010) док је вишеструко повећање (145,39±23,17 mg/L) утврђено 
код пастрмке заражене са M. cerebralis. Неки аутори су приметили значајно 
повећање активности Цп након интоксикације шарана и млађи сибирске 
јесетре заражене ларвом Diplostomum sp, као и код сибирске јесетре након 
давања епин-раствора (Kolman, 2001; Sieroslawska и сар., 2012). Инфекција 
са A. hydrophila код тилапија довела је до значајног пораста нивоа Цп у 
крви (Charlie-Silva и сар., 2019), као и инфекција калифорнијске пастрмке 
патогенима (Perrier и сар., 1974) и европске јегуље (Anguilla anguilla) нематодом 
(Terech-Majewska и сар., 2015). Слично, у овој студији је забележено повећање 
концентрације Цп код пастрмке инфициране са M. cerebralis. У студији коју су 
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спровели Kumar и сар. (2017) утврђено је да је промена нивоа Цп повезана са 
степеном инфекције и његово повећање је највероватније последица одговора 
на инвазију паразита која утиче на јетру да синтетише позитивне ПАФ-ове 
како би одржали стабилну унутрашњу средину. Такође, може се претпоставити 
да Цп има антипаразитску улогу код риба, а што може бити предмет даљег 
истраживања.

ЗАКЉУЧАК

Протеини акутне фазе имају у будућности реални потенцијал да постану 
широко коришћени у дијагностици различитих болести код риба, јер процена 
њихових концентрација може помоћи бољој дијагнози и лечењу, посебно када 
се јављају током трајања болести. Мерење концентрације ЦРП код пастрмке 
може се користитика као биоиндикатор здравственог стања ове врсте.
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