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Apstrakt

Uvod/Cilj. Ehinokokusna bolest je parazitno oboljenje
koje nastaje prodorom larvene forme pseće pantljičare (Ec-
hinococcus granulosus) u jetru čoveka, pri čemu dolazi do reak-
cije domaćina koji se brani od infektivnog agensa aktivaci-
jom sistema komplementa i komplement-zavisnim imunim
odgovorom. Cilj ovog rada bio je da se utvrdi da li razvoj
larvenog oblika pseće pantljičare (Echinococcus granulosus) u
jetri ima uticaja na aktivnost enzima sistema zaštite od oksi-
dacionih oštećenja u krvi obolelih pre i posle operativnog
zahvata. Metode. Ispitivane su promene aktivnosti enzima
sistema zaštite od oksidacionih oštećenja: bakar/cink sadr-
žavajuće superoksid-dismutaze (CuZn SOD), katalaze
(CAT), glutation-peroksidaze (GSH-Px), glutation-redu-
ktaze (GR) i glutation-S-transferaze (GST) u krvi obolelih
od ehinokokusne bolesti jetre pre i posle operacije u odnosu
na kontrolne, klinički zdrave osobe. Rezultati. Ustanovljen
je statistički značajan pad aktivnosti enzima GSH-Px u pla-
zmi bolesnika obolelih od ehinokokusne bolesti jetre pre
operacije u odnosu na kontrolu. Aktivnost enzima GST bila
je statistički značajno povećana u krvi obolelih od hronične
ehinokokusne bolesti jetre posle operacije u odnosu na
kontrolne vrednosti. Zaključak. Hronična ehinokokusna
bolest jetre izaziva promene aktivnosti nekih enzima sistema
zaštite od oksidacionih oštećenja, pre svega Se-zavisnog en-
zima GSH-Px, što može predstavljati dobar biomarker u
daljoj biohemijskoj evaluaciji ove bolesti. Prema dostupnim
podacima ovaj rad predstavlja prvu studiju aktivnosti enzi-
ma sistema zaštite od oksidacionih oštećenja kod obolelih
od hronične ehinokokusne bolesti jetre pre i posle operacije
u odnosu na kontrolne, klinički zdrave osobe.

Ključne reči:
echinococcus granulosus; jetra; krv; katalaza;
glutation peroksidaza; glutation reduktaza;
glutation-S-transferaza; superoksid dismutaza;
oksidativni stres. 

Abstract

Background/Aim. Chronic echinococcocal disease is the
parasite human disease caused by the penetration of larval
(asexual) stages of the canine tapeworm (Echinococcus gra-
nulosus) in the liver of humans. After the penetration of the
parasite, the host organism react by activating comple-
ment-depending immune response. The aim of this study
was to elucidate the influence of larval form of Echinococcus
granulosus in the liver on the activity of antioxidative defen-
se enzymes in the blood of patients before and after the
surgical intervention. Methods. We investigated the
activity of antioxidative defense enzymes: copper/zinc
containing superoxide dismutase (CuZn SOD), catalase
(CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px), glutathione re-
ductase (GR) and glutathione-S-transferase (GST) in the
blood of patients before and after the surgical intervention
in respect to the controls, clinically healthy persons. Re-
sults. Our results showed that the activity of the GSH-Px
was significantly decreased in the plasma of the patients
with echinocococal disease before the surgery in respect to
the controls. The activity of GST was significantly higher
in the blood of the patients after the surgery in compari-
son to the controls. Conclusion. Chronic liver echinocco-
cal disease caused significant changes of some
antioxidative defense enzymes, first of all Se-dependent
enzyme GSH-Px, which could be a suitabile biomarker in
the biochemical evaluation of the disease. This work rep-
resents a first comprehensive study of the activity of
antioxidative defense enzymes in cronic liver echinococ-
cocosis in the patients before and after the surgical inter-
vention in respect to the clinically healthy persons.

Key words:
echinococcus granulosus; liver; blood; catalase;
glutathione peroxidase; glutathione reductase;
superoxide dismutase; glutathione-S-transferase;
oxidative stress.
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Uvod

Ehinokokusna bolest je parazitna, cistična bolest koja
nastaje invazijom i razvojem larvene forme pseće pantljičare
(Echinococcus granulosus) u organizmu čoveka. Početkom
osamdesetih godina prošlog veka zapadnoevropske zemlje su
iskorenile ovu bolest na svojim teritorijama. Ona se zadržala
na prostoru južnog dela Balkanskog poluostrva, uključujući i
našu zemlju, zatim na području Mediterana, Bliskog istoka,
Australije, Kine i Južne Amerike, odnosno na područjima sa
umerenom klimom i razvijenim stočarstvom, u prvom redu,
ovčarstvom 1, 2.

Incidencija humane infekcije je oko dva obolela na
1 000 stanovnika, ali je sigurno i veća u ruralnim područjima
najugroženijih regiona 3. Kod ljudi, cistična ehinokokusna
bolest se najčešće razvija u jetri i plućima 4, 5.

Imuni odgovor domaćina stimulišu larveni antigeni
(onkosfere, germinativna i hidatidna membrana i protoskole-
ksi). U toku rane infekcije, parazit aktivira sistem komple-
menta, kao i komplement-zavisni imuni odgovor. Prilikom
diferencijacije u hidatidnu cistu, cistični zid aktivira domaći-
nov komplement. Reakcija nije jaka zbog mehanizama na ci-
stičnom zidu koji inhibišu aktivaciju komplementa 6. Boles-
nici sa ehinokokom imaju povišene vrednosti IgG i IgM za
specifične antigene ciste. Hirurška intervencija dovodi do
povećanja količine antitela sa maksimumom od druge do še-
ste nedelje postoperativno, a nakon 6 do 12 meseci nivo an-
titela se vraća na normalu, ako je egzereza bila kompletna. 

Slobodni radikali i druge reaktivne vrste kiseonika naj-
većim delom nastaju u mitohondrijama ćelija, ali i u ćelij-
skim membranama, peroksizomima, mikrozomima, infla-
matornim ćelijama i fagocitima i odgovorni su za nastanak
mnogih oštećenja u ćeliji. Postoje tri mehanizma koji dovode
do toga: 1) interakcija slobodnih radikala sa biološkim stru-
kturama pri čemu nastaju kovalentne modifikacije makro-
molekula, prvenstveno proteina i nukleinskih kiselina, 2) ra-
zaranje membranskih lipida u procesu lipidne peroksidacije i
3) formiranje neradikalskih produkata koji specifično deluju
na različite ciljeve u ćeliji. Pored neorganskih, u ćelijama
mogu nastati i različite forme organskih radikala 7, 8.

U normalnim uslovima, u ćelijama postoji ravnoteža
između produkcije slobodnih radikala i njihove eliminacije.
Međutim, povećanje produkcije slobodnih radikala ili sma-
njenje antioksidativne zaštite ćelije izaziva oksidativni stres
koji može biti indukovan različitim faktorima spoljašnje sre-
dine, kao što su uticaj teških metala 9, sezonski uticaji 10, 11, uti-
caj tireodnih hormona 12, 13, UV zračenje, mikroorganizmi,
malnutricija, stres i sl. 8. Ćelije koje su naročito osetljive na
antioksidativni stres su eritrociti. Zbog stvaranja hidroksil
radikala i njima izazvane peroksidacije membranskih lipida,
smanjuje se propustljivost membrane eritrocita i ometa pre-
nos kiseonika u tkiva, sa svim posledicama koje iz toga proi-
zilaze. 

Polazeći od činjenice da se ingestija parazita dešava u
mnogo slučajeva i da, zahvaljujući dejstvu imunog sistema
domaćina od trećeg do petog meseca od infestacije mnoge
larve ne prežive, postavljen je cilj ovog rada: da se utvrdi da
li razvoj živog (preživelog) larvenog oblika pseće pantljičare

(Echinococcus granulosus) u jetri ima uticaja na aktivnost
enzima sistema zaštite od oksidativnih oštećenja u krvi obo-
lelih pre i posle operativnog zahvata. 

Metode

U našoj studiji korišćena je krv dobijena od kontrolne
grupe ispitanika (klinički zdrave osobe), kao i od obolelih od
ehinokokusne bolesti jetre koja je potvrđena klinički, ultraz-
vukom, kompjuterizovanom tomografijom i serološki. Uzor-
ci krvi su dobijeni od bolesnika lečenih u hirurškom odelje-
nju Zdravstvenog centra Pirot, kao i u Klinici za opštu i vas-
kularnu hirurgiju Vojnomedicinske akademije u Beogradu.

Svi ispitanici su podeljeni u tri grupe: kontrolna − klini-
čki zdrave osobe (n = 18), oboleli od ehinokokusne bolesti
jetre pre operacije, od kojih su uzorci krvi uzeti jedan dan pre
operacije (n = 8) i oboleli od ehinokokusne bolesti jetre koji
su operisani i od kojih su uzorci krvi uzeti prvi dan posle
operacije (n = 10).

Zbog uvida u efekat operativnog zahvata na aktivnost
enzima sistema zaštite od oksidativnih oštećenja u grupu
bolesnika posle operacije uključeni su svi ispitanici kojima je
izvršen hiruški zahvat i koji su bili dostupni za našu studiju.

Određivane su aktivnosti sledećih enzima: bakar/cink sa-
državajuće superoksid-dismutaze (CuZn SOD, EC 1.15.1.1),
katalaze (CAT, EC 1.11.1.6), glutation-peroksidaze (GSH-Px,
EC 1.11.1.9) i glutation-reduktaze (GR, EC 1.6.4.2) u lizatu
eritrocita, kao i aktivnost enzima glutation-S-transferaze (GST,
EC 2.5.1.18) u plazmi ispitanika.

Centrifugiranjem krvi na 5 000 rpm u trajanju od 15
minuta, odvajana je plazma od eritrocita, koji su zatim ispi-
rani tri puta sa po 2 ml fiziološkog rastvora i centrifugirani
tri puta po 10 minuta na 5 000 rpm 14. Ovako isprani eritrociti
su lizirani hladnom destilovanom vodom. U pripremljenom li-
zatu određivana je cijanmethemoglobinskom metodom kon-
centracija hemoglobina 15. Lizat je razblaživan do koncentra-
cije 5%, a zatim je određivana aktivnost enzima GSH-Px. U
lizatu eritrocita određivana je aktivnost enzima bakar/cink
sadržavajuće superoksid-dismutaze (CuZn SOD), metodom
koja se zasniva na praćenju inhibicije adrenalina u adreno-
hrom 16. Za određivanje aktivnosti ovog enzima iz eritrocita
je prethodno uklonjen hemoglobin metodom Tsuchihashi 17.
Aktivnost CuZn SOD je izražavana u jed./g Hb. Aktivnost
CAT u lizatu eritrocita određivana je praćenjem brzine de-
kompozicije vodonik peroksida i izražavana je u μmol
H2O2/min/g Hb × 104 i u nmol H2O2/min/ml krvi 18.

 Aktivnost enzima GSH-Px u lizatu eritrocita određiva-
na je Maral metodom 19 koja predstavlja modifikovanu Gun-
zler metodu 20, a zasniva se na praćenju oksidacije nikotina-
mid adenin dinukleotid fosfata (NADPH) u prisustvu t-
butilhidroperoksida i izražavana je kao nmol NADPH/min/g
Hb. Aktivnost GR određivana je metodom koju su opisali
Glatzle i sar. 21 i izražavana je u µmol NADPH/min/g Hb.

Aktivnost enzima GST u plazmi ispitanika određivana
je korišćenjem 1-hloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) kao sup-
strata, a izražavana je u nmol GSH/min/ml plazme 22.

Rezultati u tabeli i na slikama prikazani su kao srednja
vrednost ± SD (standardna devijacija). Statistički značajna
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razlika ispitivanih grupa bolesnika upoređivana je u odnosu
na kontrolne, klinički zdrave osobe.

Statistička analiza dobijenih rezultata urađena je anali-
zom varijanse (ANOVA). Post-hoc poređenje je urađeno ko-
rišćenjem standardizovnog Tuckey t testa 23, 24.

Rezultati

 Kod obolelih od ehinokokusne bolesti jetre pre i posle
operacije konstatovana je manja koncentracija hemoglobina
u odnosu na kontrolnu grupu klinički zdravih osoba (tabe-
la 1).

Tabela 1
Koncentracija hemoglobina (Hb) izražena u g Hb/100 mL
krvi u eritrocitima kontrolnih klinički zdravih osoba, kao i

grupama bolesnika pre operacije i posle operacije
g Hb/100 ml krvi

Kontrola 7,21 ± 0,13
Pre operacije 6,49 ± 0,27*
Posle operacije 6,74 ± 0,17*
ANOVA p < 0,0001

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SD
* značajna razlika prema kontrolnoj grupi

Aktivnosti enzima CuZn SOD i CAT (slike 1 i 2) nisu
statistički značajno promenjene u krvi obolelih od ehinoko-
kusne bolesti jetre pre i posle operacije u odnosu na kontrol-
nu grupu.
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Sl. 1 − Aktivnost bakar/cink sadržavajuće superoksid-
dismutaze (CuZn SOD, Jed/g Hb) u eritrocitima kontrolnih
klinički zdravih osoba, kao i bolesnika pre operacije (Pre) i

posle operacije (Posle).
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost  ± SD.

Aktivnost enzima GSH-Px je statistički značajno sma-
njena kod obolelih od ehinokokusne bolesti jetre pre opera-
cije (p < 0,001) u odnosu na kontrolu (slika 3). Posle opera-
cije u krvi obolelih od ehinokokusne bolesti dolazi do pove-
ćanja aktivnosti GSH-Px u odnosu na bolesnike pre operacije
(bez statističke značajnosti), tako da pretpostavljamo da po-
stoji izvestan uticaj ehinokokusne ciste na aktivnost ovog en-
zima u krvi.
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Sl. 2 − Aktivnost katalaze (CAT) u eritrocitima kontrolnih,
klinički zdravih osoba, kao i bolesnika pre operacije (Pre) i

posle operacije (Posle)
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SD.
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Sl. 3 − Aktivnost glutation-peroksidaze (GSH-Px) izražena u
nmol NADPH/min/g Hb u eritrocitima kontrolnih klinički
zdravih osoba, kao i bolesnika pre operacije (Pre) i posle

operacije (Posle). Statistička značajnost je određivana
analizom varijanse (ANOVA, p < 0,001).

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SD.
* značajna razlika prema kontroli

Kao što je prikazano na slici 4 nema statistički značaj-
nih promena aktivnosti GR u zavisnosti od prisusutva lar-
venog oblika Echinococcus granulosus i konstatovana akti-
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vnost ovog enzima u sve tri grupe ispitanika je neprome-
njena.

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

μm
ol

 N
A

D
PH

/m
in

/g
 H

b

 Kontrola
 Pre
 Posle

Sl. 4 − Aktivnost glutation-reduktaze (GR) izražena u µmol
NADPH/min/g Hb u eritrocitima kontrolnih klinički

zdravih osoba, kao i bolesnika pre operacije (Pre) i posle
operacije (Posle).

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SD.

Značajne razlike su zabeležene u aktivnosti enzima
GST u plazmi ispitanika (slika 5). Konstatovano je značajno
povećanje aktivnosti ovog enzima u plazmi obolelih posle
operacije u odnosu na kontrolnu grupu klinički zdravih osoba
(p < 0,05). Kod bolesnika pre operacije nema značajne razli-
čitosti u poređenju sa zdravim ispitanicima i bolesnicima po-
sle operacije.
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Sl. 5 − Aktivnost glutation-S-transferaze (GST) u plazmi
izražena u nmol GSH/ml plazme u plazmi kontrolnih

klinički zdravih osoba, kao i bolesnika pre operacije (Pre) i
posle operacije (Posle). Statistička značajnost je određivana

analizom varijanse (ANOVA, p < 0,05).
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SD.

* značajna razlika prema kontroli

Diskusija

Posle prodora heksakantičnog embriona parazita u zid
tankog creva, ulaska u portnu cirkulaciju i lociranja u lobulu-
sima jetre, kod čoveka se aktivira imunološki sistem odbra-
ne. Efektorski mehanizmi uključuju oslobađanje toksičnih
molekula iz granula imflamatornih ćelija i produkciju slobo-

dnih radikala kiseonika i azota. Citotoksični proteini, koje
sekretuju efektorske ćelije imunog sistema, oštećuju mem-
brane parazita, dok radikali kiseonika i azota mogu direktno
inaktivirati ili uzrokovati denaturaciju intracelularnih protei-
na, degradaciju nukleinskih kiselina, kao i peroksidaciju
membranskih lipida 25. Echinococcus granulosus se adaptira
na oksidativni stres da bi se odbranio, što se može zaključiti
po povećanju sinteze antioksidativnih enzima koje protos-
koleksi izlučuju u cistični zid i hidatidni fluid, kao i po sinte-
zi enzima tioredoksin-peroksidaze (TPx), za koji se smatra
da ima ključnu ulogu u detoksikaciji vodonik peroksida
(H2O2). U citosolu protoskoleksa zabeležena je povećana ak-
tivnost GST čija je uloga u detoksikaciji elektrofila, kao i tio-
redoksina (TRX), koji obezbeđuje ćelijsku zaštitu reaktivira-
njem denaturisanih proteina koji sadrže pogrešno sparene di-
sulfidne veze ili uklanja reaktivne vrste kiseonika (naročito
H2O2 i hidroksil radikala − OH•) 26.

U literaturi postoji malo podataka o aktivnosti enzima
CuZn SOD i CAT u krvi obolelih od hronične ehinokokusne
bolesti jetre. Međutim, pokazano je da u svim ispitivanim ek-
straktima Echinococcus granulosus postoji aktivnost CuZn
SOD koja je najveća u protoskoleksima. Aktivnost mangan-
sadržavajuće superoksid-dismutaze (Mn SOD) je detektovana
samo u protoskoleksima i iznosi oko 15% ukupne SOD aktiv-
nosti. Zanimljiv je i podatak da ekstrakti zida hidatidne ciste i
hidatidne tečnosti nefertilnih cisti nemaju merljive aktivnosti
SOD 27.

Ozen i sar. 28 su utvrdili da postoji smanjenje koncentra-
cije selena u serumu bolesnika sa hidatidnom cistom u odnosu
na koncentraciju selena u serumu zdravih osoba (60,24 ± 1,96
µg/l u serumu zdravih, a 41,30 ± 1,94 µg/l u serumu obolelih).
S obzirom da je GSH-Px selen-zavistan enzim, to može biti
uzrok smanjenja aktivnosti ovog enzima, odnosno smanjenje
koncentracije Se u serumu bolesnika se može povezati sa sma-
njenjem aktivnosti ovog enzima. Kod visceralne lajšmanijaze
takođe je zabeleženo smanjenje aktivnosti GSH-
Px 29. Pokazano je da kod malarije izazvane parazitom Plas-
modium vivax dolazi do smanjenja aktivnosti enzima GSH-Px
u lizatu eritrocita 30. U literaturi postoje podaci koji ukazuju na
postojanje pozitivne korelacije između koncentracije Se u pla-
zmi i aktivnosti GSH-Px, odnosno postojanje zavisnosti aktiv-
nosti ovog enzima od koncentracije Se u krvi 31.

Glutation-reduktaza održava ravnotežu između reduko-
vanog i oksidovanog glutationa. Može se zapaziti (slika 4) da
nije došlo do statistički značajnih promena aktivnosti GR u
zavisnosti od prisusutva larvenog oblika Echinococcus gra-
nulosus i da je aktivnost ovog enzima u sve tri grupe ispita-
nika nepromenjena. Sies 32 je ukazao na čestu promenu akti-
vnosti GR sa promenom GSH-Px, a Lopez-Torres i sar. 33 su
takođe ukazali na promene GR sa promenama u aktivnosti
SOD. Kod visceralne lajšmanijaze konstatovano je smanje-
nje aktivnost GR 29. Međutim, u našem radu je pokazano da
se aktivnost ovog enzima ne menja kod ispitivanih grupa, što
ukazuje na uspostavljanje specifičnih homeostatskih mehani-
zama kod obolelih od ehinokokusne bolesti jetre.

Značajne razlike su takođe zabeležene i u aktivnosti en-
zima GST u plazmi ispitanika (slika 5). Konstatovano je zna-
čajno povećanje aktivnosti ovog enzima u plazmi bolesnika
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posle operacije u odnosu na kontrolnu grupu (p < 0,05). Mo-
guće objašnjenje za povećanje aktivnosti GST u plazmi bole-
snika posle operacije je efekat operativnog zahvata, uticaj
anestetika i otvaranje abdomena, što sve predstavlja stresnu
situaciju za organizam. Postoji malo podataka o aktivnosti
GST u domaćinu parazita Echinococcus granulosus, ali po-
jedini autori su ispitivanjem aktivnosti ovog enzima u cisti
parazita ustanovili da tretman konvencionalnim preparatima,
kao što je na primer mebendazol, indukuje smanjenje aktiv-
nosti GST u zidu ciste, a to može dovesti do poremećaja u
funkcionisanju sistema zaštite od antioksidativnih oštećenja
u organizmu parazita 34.

Dobijeni rezultati idu u prilog našoj pretpostavci da pri-
sustvo larve parazita Echinococcus granulosus kod čoveka
dovodi do smanjenja koncentracije selena u serumu obolelih
kao i smanjenja aktivnosti Se-zavisnog enzima GSH-Px u li-
zatu eritrocita, čime se tumači slabljenje efekata imunog od-
govora, što može biti novi biomarker za prisustvo ehinokok-
ne ciste u jetri. Lipidi su dominantni gradivni elementi mem-
brane ćelija, koji regulišu transport hranljivih materija i uče-
stvuju u prenosu signala. Nažalost, većina lipida podložna je
lipidnoj peroksidaciji u uslovima oksidativnog stresa, kome
su posebno izložena crvena krvna zrnca. Ako ćelijski od-
brambeni sistem (AOS) ne može da ukloni problem induko-
van lipidnom peroksidacijom, ćelije funkcionišu abnormal-
no. Kada je aktivnost enzima GSH-Px smanjena, kao u ovom

slučaju, štetne sistemske posledice su sigurne. Zbog toga je
neophodna suplementacija selenom u cilju restitucije aktiv-
nosti enzima GSH-Px. Pošto Se-zavisnost metabolizma para-
zita nije poznata, suplementacija selenom može se preporu-
čiti bez bojazni u postoperativnoj fazi.

Zaključak

Naši rezultati pokazuju da dolazi do promene aktivnosti
enzima GSH-Px i GST u krvi obolelih od ehinokokusne bo-
lesti jetre, ali da nije zabeležena statistički značajna promena
aktivnosti enzima CuZn SOD, CAT i GR, kao ni koncentra-
cije hemoglobina.

Povećana aktivnost GST u plazmi bolesnika posle ope-
racije najverovatnije je posledica oksidativnog stresa indu-
kovanog operativnim zahvatom, odnosno uticajem anestetika
i/ili otvaranjem abdomena.

Prema podacima dostupnim u literaturi, za ovaj rad se
može reći da predstavlja prvu studiju aktivnosti enzima sis-
tema zaštite od oksidativnih oštećenja kod bolesnika sa hro-
ničnom ehinokokusnom bolešću jetre pre i posle operacije u
odnosu na kontrolne, klinički zdrave osobe.

Zahvalnica − Ovaj rad je finansiralo Ministarstvo nauka
i zaštite životne sredine Republike Srbije, broj Projekta:
143035B.
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