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SPREMLJANJE VNETNEGA ODGOVORA PRI MACKAH Z MACJIM
INFEKCIJSKIM PERITONITISOM

IZVLECEK

Kljucne besede: macji infekceijski peritonitis, FIP, GS-441524, reakcija akutne faze

Namen raziskovalne naloge je bil dolociti koncentracijo izbranih krvnih parametrov pri mackah
pred in po zdravljenju macjega infekcijskega peritonitisa (FIP) z zdravilom, ki vsebuje
ucinkovino GS-441524. Poleg tega smo zeleli ugotoviti, ali bi lahko kateri od vnetnih
parametrov sluzil za spremljanje u¢inka zdravljenja. V raziskavo smo vkljucili 35 mack, 23 z
mokro in 12 s suho obliko FIP-a ter 28 zdravih mack kot kontrolno skupino. Statisti¢no smo
ovrednotili izbrane hematoloske in biokemijske parametre, serumsko koncentracijo
haptoglobina, feritina in treh najpomembnejSih macjih proinflamatornih citokinov, to so
interlevkin-6 (IL-6), interlevkin-1p (IL-1B) in tumorje nekrotizirajo¢i dejavnik-alfa (TNF-a.).
Poleg tega smo iz rezultatov hematoloskih preiskav, tj. koncentracij posameznih vrst levkocitov
in trombocitov, izracunali hematoloske markerje vnetja. Pri mackah s FIP-om smo pri vecini
parametrov izmerjenih pred terapijo ugotovili znacilno razliko v primerjavi z zdravimi
mackami. Prisotnost vnetja pri mackah s FIP-om potrjujejo levkocitoza z nevtrofilijo in
limfopenijo, povisana koncentracija haptoglobina in hiperglobulinemija. Primerjava skupin s
suho in mokro obliko bolezni je pokazala, da sta bili pred terapijo vrednosti NLR (razmerje
med koncentracijo nevtrofilnih granulocitov in limfocitov) in SII (sistemski imunsko-vnetni
indeks) znacilno vi§ji pri mokri obliki. Primerjava hematoloskih parametrov in hematoloskih
markerjev vnetja med mackami glede na prisotnost ocesnih znakov je pokazala znacilno nizjo
koncentracijo limfocitov ter vrednost TLR (razmerje med koncentracijo trombocitov in
limfocitov) in SII po terapiji pri mackah z oc€esnimi znaki. Pri primerjavi hematoloskih
parametrov in hematoloSkih markerjev vnetja med mackami glede na prisotnost nevroloskih
znakov nismo ugotovili statisticno znacilnih razlik. Serumska koncentracija proinflamatornih
citokinov in feritina se ni razlikovala med mackami s FIP-om in zdravimi mackami, prav tako
nismo ugotovili razlik v aktivnosti LDH. Potrdili smo tudi pozitivho povezavo med
koncentracijo haptoglobina in feritina s hematokritom, kar kaze na povezavo med vnetjem in
anemijo. Po terapiji je priSlo do normalizacije vecine preucevanih parametrov, kar kaze na

klini¢no uéinkovitost zdravila.
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MONITORING THE INFLAMMATORY RESPONSE IN CATS WITH FELINE
INFECTIOUS PERITONITIS

ABSTRACT
Key words: feline infectious peritonitis, FIP, GS-441524, acute phase reaction

The aim of our study was to investigate the concentration of selected blood parameters in cats
before and after treatment of feline infectious peritonitis (FIP) with a drug containing the active
substance GS-441524. We also wanted to determine whether any of the inflammatory
parameters could be used to monitor the progress of treatment. We enrolled 35 cats with FIP
(23 with effusive and 12 with non-effusive form) and 28 healthy cats. We statistically selected
haematological and biochemical parameters, serum concentrations of haptoglobin and ferritin
as well as the three main feline proinflammatory cytokines: Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-
1B (IL-1B) and tumour necrosis factor-alpha (TNF-a). We also evalueted selected hemogramed-
derived inflammatory markers before and after treatment of FIP cats. In cats with FIP, we found
a significant difference in most parameters measured before therapy compared to healthy cats.
The presence of inflammation in cats with FIP is confirmed by leukocytosis with neutrophilia
and lymphopenia, increased haptoglobin concentration and hyperglobulinaemia. We also found
that cats with effusive FIP had significantly higher NLR (neutrophil-to-lymphocyte ratio) and
SII (systemic inflammatory index) values compared to cats with non-effusive FIP. Cats with
ocular manifestations of FIP had significantly lower concentrationsof lymphocytes, PLR
(platelet to lymphocyte ratio) and SII after therapy. There were no significant differences in
haematological parameters between the patients with neurological symptoms and those
without. The results of our study showed no changes in serum concentrations of
proinflammatory cytokines, ferritin and LDH activity between cats with FIP and healthy cats.
We also confirmed a positive correlation between haptoglobin or ferritin and haematocrit,
indicating a link between inflammation and anaemia. After treatment, most of the investigated

parameters normalised, indicating the clinical efficacy of the drug.
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1 UVOD

1.1  OPREDELITEV PROBLEMA

Macji infekcijski peritonitis (FIP, angl. Feline Infectious Peritonitis) je bolezen mack, ki jo
povzroca macji koronavirus (FCoV, angl. Feline Coronavirus). Lo¢imo dva biotipa FCoV:
nizko patogen macji entericni koronavirus (FECV, angl. Feline Enteric Coronavirus), ki
povzro€a obicajno nenevaren enteritis, in visoko patogen virus macjega infekcijskega
peritonitisa (FIPV, angl. Feline Infectious Peritonitis Virus), ki povzroca sistemsko bolezen FIP
(1, 2). FIP razvije samo majhen delez (do 10 %) s FCoV okuZenih mack (3). Poznamo dve

klini¢ni obliki bolezni: mokro in suho, ki imata razli¢no patogenezo in prognozo (4).

Do nedavnega je FIP veljal za neozdravljivo bolezen z izjemno slabo prognozo in skoraj 100
% stopnjo umrljivosti (1). Leta 2019 so na Veterinarski fakulteti Univerze v Kaliforniji Davis
v ZDA objavili raziskavo s prelomnimi rezultati na podrocju terapije FIP-a. V Studiji so z
eksperimentalnim protivirusnim zdravilom, nukleozidnim analogom GS-441524, dosegli kar
80 % uspeh pri zdravljenju 31 naravno okuzenih mack s FIP-om, s ¢imer je FIP postal
ozdravljiva bolezen (5). Zaradi moznosti u¢inkovitega zdravljenja prej neozdravljive bolezni in
nedostopnosti zdravila GS-441524 v veterinarski medicini, so lastniki zaceli zdraviti macke z
nelicenciranim, komercialno dostopnim zdravilom, vsebujoim GS-441524 (angl. »Crowd-

sourced therapy, 6).

S pojavom nove terapije je potrebno dolociti napovedne dejavnike in parametre, s katerimi
lahko spremljamo njen ucinek. Pri izbiri parametrov, ki smo jih Zeleli ovrednotiti, smo si
pomagali s podatki iz literature o Ze znanih napovednih parametrih pri COVID-19, saj imata
bolezni Stevilne skupne znacilnosti, in sicer: obe bolezni povzroc¢a koronavirus in pri obeh lahko
okuzba bodisi spontano izzveni z blaZjimi klini€nimi znaki ali pa se razvije v smrtno nevarno
obliko. Napovedni parametri, ki se uporabljajo pri COVID-19, vkljucujejo: razmerje med
koncentracijo nevtrofilnih granulocitov in limfocitov (NLR), limfocitov in monocitov (LMR),
trombocitov in limfocitov (TLR), sistemski imunsko-vnetni indeks (SII), aktivnost encima
laktat-dehidrogenaze (LDH), koncentracijo citokinov, kot so interlevkin-6 (IL-6), interlevkin-
1B (IL-1B) in tumorje nekrotizirajoc¢i dejavnik-alfa (TNF-a), ter proteine akutne faze vnetja, kot
sta feritin in C-reaktivni protein (CRP) (7). Kljub uspesnemu zdravljenju velikega Stevila mack

z GS-441524 je do zdaj opisanih le nekaj prognosti¢nih parametrov, ki kazejo na ugoden izid
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zdravljenja. Ti vkljuCujejo dober apetit in stopnjo aktivnosti, pridobitev telesne mase, nizjo
koncentracijo bilirubina, normalizacijo koncentracije alfa-1-kislega glikoproteina (AGP) in
serumskega amiloida A (SAA) (4, 8). Drugi parametri, ki jih je mogoce uporabiti za oceno
napredka zdravljenja, so normalizacija limfopenije in anemije ter razmerja med albumini in

globulini (A/G) (5, 8).

V nasi raziskavi smo pred in po terapiji ovrednotili naslednje krvne parametre: izbrane
hematoloske in biokemijske parametre, NLR, LMR, TLR, SII in aktivnost encima LDH,
koncentracijo citokinov IL-6, IL-1B in TNF-o ter dveh proteinov akutne faze vnetja

haptoglobina in feritina.

1.2 CILJ RAZISKOVANIJA

Cilj raziskovalne naloge je bil spremljanje ucinka zdravljenja FIP-a z (GS-441524 na
koncentracijo vnetnih citokinov in vrednosti hematoloskih markerjev vnetja. Poleg tega smo
zeleli ugotoviti, ali bi lahko kateri od vnetnih parametrov sluzil kot napovedni parameter za

potek in izid bolezni ter spremljanje u¢inka zdravljenja.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE

V okviru raziskave smo postavili naslednje hipoteze:

1. Macke s FIP-om imajo znacdilno visje vrednosti NLR, TLR, PLR in SII in znac¢ilno niZjo
vrednost LMR v primerjavi z zdravimi mackami.

2. Macke s FIP-om imajo znadilno vi§je koncentracije proinflamatornih citokinov IL-6,
IL-18, in TNF-a, proteinov akutne faze vnetja haptoglobina in feritina ter vi§jo aktivnost
LDH v primerjavi z zdravimi mackami.

3. Macke z mokro obliko FIP-a imajo bolj izrazit akutni vnetni odgovor, kar se kaze v
znacilno vi§jih vrednostih NLR, TLR, PLR in SII in znacilno nizji vrednosti LMR v
primerjavi z mackami s suho obliko FIP-a.

4. Terapija z GS-441524 zmanjSa akutni vnetni odgovor mack s FIP-om, kar se kaze v
normalizaciji vrednosti hematoloskih in biokemijskih parametrov. Poleg tega terapija
znacilno zniza koncentracijo vnetnih citokinov in proteinov akutne faze vnetja.

5. Primackah s FIP-om so hematoloski markerji vnetja NLR, LMR, TLR in SII v zna¢ilni

povezavi s citokini in proteini akutne faze vnetja. Spremljanje izbranih laboratorijskih
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parametrov (NLR, LMR, TLR in SII, haptoglobin, feritin, IL-6, IL-18, n TNF-a ter

aktivnost LDH) med zdravljenjem je mogoce uporabiti za spremljanje uinka terapije.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 ETIOLOGIJA

FCoV je velik, z ovojnico obdan virus sfericne do pleomorfne oblike, ki spada v red
Nidovirales, druzino Coronaviridae. Gre za veliko druZino virusov, ki povzro€ajo bolezni pri
Stevilnih Zivalskih vrstah in primarno prizadenejo respiratorni in/ali gastrointestinalni trakt (9).
Viruse iz druzine Coronaviridae delimo na dve poddruzini: Coronavirinae in Torovirinae.
Poddruzino Coronavirinae sestavljajo S§tirje  rodovi, in sicer Alphacoronavirus,

Betacoronavirus, Deltacoronavirus in Gammacoronavirus (10) .

FCoV uvrs¢amo v rod Alphacoronavirus, vrsto Alphacoronavirus 1, kjer najdemo tudi
koronavirus psov in virus transmisibilnega gastroenteritisa. Koronavirusno bolezen 2019
(COVID-19, angl. Coronavirus Disease 2019) povzroca koronavirus hudega akutnega
respiratornega sindroma 2 (SARS-CoV-2, angl. Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2), ki spada v rod Betacoronavirus in se tako taksonomsko razlikuje od FCoV

(10).

Virusni genom predstavlja pozitivno orientirana, enovija¢na molekula ribonukleinske kisline
(RNA), velikosti 27-32 kilobaznih parov, ki jo obdaja nukleokapsida (4). Virus sestavljajo
Stirje strukturni proteini: protein S (angl. Spike), protein M (angl. Membrane), protein E (angl.
Envelope) in protein N (angl. Nucleocapsid) ter sedem nestrukturnih proteinov: replikazna

proteina la in 1b ter pomozni proteini 3a, 3b, 3¢, 7a in 7b (9).

Spike ali konicasti proteini se nahajajo na povrSini koronavirusa in mu pod elektronskim
mikroskopom dajejo videz krone, od koder izvira njegovo ime. Proteini S omogocijo vezavo
virusa na gostiteljsko celico in izzovejo nastanek protiteles (4). Za FCoV in ostale RNA viruse
je znacilno, da so podvrZeni mutacijam zaradi pomanjkljivega popravljalnega mehanizma

virusne polimeraze RNA (11), kar je klju¢nega pomena v patogenezi bolezni (10).

FCoV se deli na dva serotipa: serotip I (FCoV 1) in serotip II (FCoV II). FCoV I se pojavlja
pogosteje in naj bi povzrocil do 90 % naravnih okuzb. Kljub temu je bolj raziskan serotip 11
zaradi boljSe rasti v pogojih in vitro. Serotip Il je nastal z rekombinacijo serotipa I FCoV in
pasjega koronavirusa. Veze se na encim macje aminopeptidaze N (fAPN, angl. Feline

aminopeptidase N), medtem ko celicni receptor za serotip I Se ni znan. Serotipa se razlikujeta
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tudi v antigenskih lastnostih, genomu in sekvencah proteina S, zato izzoveta nastanek drugac¢nih
protiteles (9). Vsak serotip se nadalje razvrs€a na dva bio/pato-tipa: FECV, ki povzroca
vecinoma asimptomatski koronavirusni enteritis, in FIPV, ki povzroca bolezen FIP in se razvije

pri 5-10 % s FECV okuZenih mack (4).
2.2 EPIZOOTIOLOGIJA
2.2.1 Biotip FECV

FECYV je ubikvitaren in zelo nalezljiv virus mack (12), ki je razSirjen po skoraj celem svetu
(10). Prevalenca okuzb s FECV je visoka v okoljih, kjer zivi ve¢ mack skupaj, kot so vzrejalisca,
zavetiS€a in gospodinjstva z ve¢ mackami (12). Virus se Siri fekalno-oralno, najpogosteje
posredno preko kontaminiranih predmetov ali med osebno nego po uporabi kontaminiranih
macjih strani$¢, ki predstavljajo glavni vir okuzbe (4). PrenaSajo ga lahko tudi ljudje z

onesnazeno obleko (10).

S FECYV se lahko okuZijo tako domace kot divje macke (10). Ni dokaza, da bi bil FCoV nevaren
za ljudi (13). Najbolj dovzetne za okuzbo s FECV so macke, stare 6—12 tednov po padcu titra
maternalnih protiteles (14), ter macke, starejSe od deset let s pridruzenimi kroni¢nimi boleznimi
in oslabljenim imunskim sistemom (10). Mlade macke pogosteje kazejo simptome

gastroenteritisa, medtem ko so odrasle ve¢inoma asimptomatske (14).

Okuzene macke lahko za¢nejo izlocati FECV s fecesom najhitreje dva dni po okuzbi (10).
Izlo€anje praviloma traja nekaj tednov ali mesecev in poteka kontinuirano ali intermitentno.
Priblizno 13 % mack je perzistentno okuZzenih in izloCajo virus celo zivljenje (4). Virus izlocajo
zlasti mlajSe macke in v ve¢jih koli¢inah v primerjavi z odraslimi, kar je najverjetneje posledica
nezrelosti njihovega imunskega sistema (12). Zaradi kratkotrajne imunosti je mozna ponovna

okuzba. Majhen delez mack je odpornih na FCoV in virusa ne izlo¢ajo (4).

FECV je nizko patogen in v glavnem povzroca subklini¢ne okuzbe ali blage enteritise (15).
Klini¢cna pomembnost biotipa FECV izvira zlasti iz njegove nagnjenosti k mutacijam in

sposobnosti pretvorbe v bolj viruletni FIPV, ki povzroca bolezen FIP (10).
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2.2.2 Biotip FIPV

Za FIP-om lahko zbolijo domace in divje macke vseh starosti. Posebno obcutljive so macke,
stare od treh mesecev do dveh let, ter macke, starejSe od deset let (14). FIP se pogosteje pojavlja
pri pasemskih mackah (10, 16, 17). Opisana je vecja predispozicija pri britanski, bengalski,
birmanski, himalajski, abesinski, ragdoll in rex pasmah, vendar se ti podatki med Studijami
razlikujejo (10, 16, 18). Poleg tega so v Stevilnih raziskavah, toda ne v vseh, ugotovili vecje
tveganje za obolenje pri samcih (10). Najvecje tveganje za razvoj FIP-a predstavljajo Ze prej
omenjena okolja, kjer Zivi ve¢ mack skupaj in v katerih je visoka obremenitev s FCoV (12).
Drugi dejavniki, ki vplivajo na razvoj bolezni, so genetska predispozicija, imunosupresija,
pridruzene bolezni in stres. FIPV se nahaja znotraj makrofagov v prizadetih tkivih in efuzijah,
zato je horizontalni prenos FIP-a malo verjeten (10). MoZen je transplacentarni prenos FIPV,
vendar velja za izjemno redek pojav. Prenos s transfuzijo krvi in mehani¢nimi vektorji zaenkrat

ni opisan. Eksperimentalna okuZba je moZna z intraperitonealnim vnosom virusa (4).
2.3 PATOGENEZA

Nagnjenost FCoV k mutacijam je klju¢nega pomena v patogenezi FIP-a, ki temelji na t. 1. teoriji
notranje mutacije (angl. Internal mutation theory) (10, 14). Po tej teoriji FECV v posamezni
okuzeni macki mutira v FIPV, ki povzroca FIP (14), kar pomeni, da je virus FIP-a genetsko
specificen za posami¢no macko (10). Teorija notranje mutacije je sploSno sprejeta zaradi
ugotovljene tesne genetske povezave med FIPV in FECV izolati mack, ki Zivijo v istem okolju,

v primerjavi z izolati iz drugih okolij (4).

FECYV vstopi v organizem po fekalno-oralni poti in potuje do tar¢nih celic v ¢revesju. Replicira
se v zrelih epitelijskih celicah ¢revesja. FECV se nato spremeni v FIPV tako, da izgubi afiniteto
do epitelijskih celic Crevesja ter pridobi afiniteto do monocitov/makrofagov (10). Sama
sprememba tropizma ne zadostuje za razvoj FIP-a (12). Ko virus pridobi sposobnost okuzbe
monocitov/makrofagov, se v njih replicira in nadalje mutira, kar vodi do nastanka virulentnejSih
sevov in spremembe v FIPV (14). FIPV z ucinkovito replikacijo v monocitih/makrofagih
omogoci prehod iz lokalne oblike okuzbe v sistemsko ter hkrati sproZi aktivacijo okuzenih

monocitov/makrofagov, kar vodi v proizvodnjo citokinov in aktivacijo imunskega sistema (12).
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Predvideva se, da virus mutira v regionalnem limfaticnem tkivu cekuma in kolona (10). Obstaja
veliko raziskav genoma FCoV (9), vendar Se ni povsem jasno, katere mutacije so odgovorne za
spremembo biotipa (12). Pomembne so mutacije na vsaj treh mestih virusnega genoma: na genu
S, na pomoznem genu 3c ter na mestu cepitve S1/S2 (10). Vloga proteina S je vezava z
receptorjem, ki omogoca virusu vstop v celico, zato se predvideva, da so mutacije na genu S
odgovorne za spremembo v celi¢nem tropizmu (14). Identificirane so posamezne nukleotidne
spremembe na mestu 1058 in 1060 proteina S, ki kodirajo fuzijski peptid. Mutacija, ki povzroci
zamenjavo metionina v levcin (M1058L), je prisotna pri 91,6 % mack s FIP-om, medtem ko
mutacijo, ki povzro¢i zamenjavo serina v alanin (S1060A), najdemo le pri 4,3 % bolnih mack.
4 % izolatov FIPV nima nobene od teh dveh mutacij, zato je tezko z gotovostjo dolociti njuno
vlogo (10). Razlike med FIPV in FECV so ugotovili tudi na regiji odprtega bralnega okvirja
(ORF, angl. Open Reading Frame) 3abc, ki kodira akcesorne proteine 3a, 3b in 3¢ (9). Delecije
in tockaste mutacije na pomoznem genu 3¢ imajo za posledico nefunkcionalen protein 3c in se
pojavljajo v ve¢ kot dveh tretjinah izolatov virusa FIP (14). Protein 3c je pri mackah s FIP-om
skrajSan, medtem ko je pri zdravih mackah, okuzenih s FECV, intakten (9). Vloga proteina 3¢
sicer Se ni znana, predpostavlja pa se, da se izguba njegove funkcije odraza v povecani
replikaciji virusa v makrofagih (10). Proteina 3a in 3b naj bi prav tako igrala vlogo v patogenezi
FIP-a (9). Tretje pomembno mesto mutacije je na mestu cepitve S1/S2 gena S (10). Mutacije
na tem mestu vplivajo na ucinkovitost cepitve proteina S s strani furina in so ugotovljene pri

dveh tretjinah FIPV izolatov (19).

Ko FCoV pridobi afiniteto do monocitov/makrofagov, preide okuzba v sistemsko obliko, kar
pa ne pomeni nujno, da se bo razvila bolezen, saj niso vsi mutirani sevi patogeni. Virus se lahko
raz$iri v mezenterialne bezgavke, tonzile, zgornji respiratorni trakt, serozo Crevesja, plevro,
omentum, mozganske ovojnice, uveo in mreznico ocesa (14). Inkubacijska doba pri okuzbi s

FIPV traja od nekaj tednov do nekaj let (20).

Pri obrambi pred FIP-om je pomemben zlasti celi¢ni imunski odziv, medtem ko je proizvodnja
protiteles kontraproduktivna (19). FCoV namre¢ sproZi s protitelesi povzrofeno krepitev
okuzbe (angl. Antibody-dependant enhancement), kar pomeni, da protitelesa po vezavi z
virusom izboljSajo njegovo infektivnost in ga ne nevtralizirajo (14). Poleg tega povzrocijo tip
III hipersenzitivne reakcije, ki povzroci vaskulitits. Potek bolezni je pogojen z imunskim

odzivom gostitelja. Pri mackah, ki na okuzbo odgovorijo z mo¢nim celi¢nim imunskim
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odzivom, se bolezen ne razvije. Grobo gledano, kadar je celi¢ni imunski odziv Sibek ter
prevlada humoralni, se razvije mokra oblika FIP-a, za katero so znacilni izlivi v telesnih
votlinah. Kadar pa je celi¢ni imunski odziv mocnejsi in uspe delno omejiti Sirjenje virusa, se

bolezen odraza v suhi obliki, pri kateri izlivov ni (19).
2.4 REAKCIJA AKUTNE FAZE PRI MACKAH

Reakcija akutne faze je niz patofizioloskih reakcij, ki se zgodijo v organizmu, potem ko je
izpostavljen okuzbi ali poskodbi. Zacne se z izloCanjem vnetnih citokinov, ki jih sproscajo
imunske celice, zlasti makrofagi (21). Citokini so majhni, topni proteini, ki imajo Sirok spekter
ucinkov, med drugim vplivajo na celi¢no rast in diferenciacijo, so mediatorji imunskega odziva,
vplivajo na hematopoezo in sodelujejo pri celjenju ran (22). V centralnem zZivénem sistemu
citokini sprozijo kaskado dogodkov, ki imajo za posledico poviSanje telesne temperature,
levkocitozo in spremembo v koncentraciji proteinov akutne faze vnetja. Poleg tega stimulacija
centralnega zivenega sistema vpliva tudi na samo obnasanje zivali, ki se kaze kot letargija,

anoreksija in adipsija (21).

Po okuzbi s FCoV pride do sindroma sproscanja citokinov ali do t. i. citokinske nevihte. S
FCoV okuzeni makrofagi za¢nejo sprosScati citokine, ki pomembno prispevajo k vnetnemu
odzivu in patogenezi FIP-a (23). Pri mackah so glavni mediatorji akutnega vnetnega odziva IL-
1B, IL-6 in TNF-a (24). S sinergisticnim delovanjem med seboj regulirajo sintezo proteinov
akutne faze vnetja v hepatocitih. TNF-a mobilizira aminokisline, tako da aktivira proteoliticne
procese v miSicah in s tem jetrom zagotovi molekule za sintezo novih proteinov. IL-1 deluje
stimulatorno na sintezo pozitivnih proteinov akutne faze vnetja, medtem ko zavre sintezo
negativnih proteinov akutne faze vnetja. Za spros€anje novo nastalih proteinov v krvni obtok

je odgovoren IL-6 (21).

Glede na magnitudo poviSanja plazemske koncentracije lahko proteine akutne faze vnetja
razdelimo na glavne, zmerno in rahlo poviSane. Glavna proteina akutna faze vnetja pri mackah
sta SAA in AGP. Njuna koncentracija se za¢ne dvigovati takoj po vnetnem drazljaju in doseze
maksimum po 24 do 48 urah. Haptoglobin je zmerno poviSan, CRP in ceruloplazmin pa

uvr§¢amo med rahlo povisane proteine akutne faze vnetja (25).
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2.4.1 Serumski amiloid A (SAA)

SAA je glavni protein akutne faze vnetja tako pri mackah kot pri vecini drugih sesalcev.
Njegova koncentracija se po vnetnem drazljaju povisa za tisoCkrat, zaradi ¢esar lahko sluzi kot
marker vnetja. V humani medicini SAA ne sluzi le kot marker za dolocanje prisotnosti vnetja,
temveC tudi kot prognosti¢ni dejavnik za Stevilne bolezni, vklju¢no z vnetnimi boleznimi,
neoplazijami, in pa tudi za nevnetne bolezni, kot je sladkorna bolezen (26, 27, 28). Tudi pri
mackah je znano, da se SAA ne povisa le pri vnetnih boleznih, kot je FIP, temvec¢ tudi pri
neoplasti¢nih stanjih, sladkorni bolezni, hipertiroidizmu, odpovedi ledvic, kongestivnem

srénem popuscanju in tako dalje (29).

PoviSana koncentracija SAA pri mackah s FIP-om je posledica intenzivnega vnetnega procesa
(21). Katayama in sod. (2023) so ugotovili, da je koncentracija SAA pri mackah z meSano
obliko vi§ja kot pri mackah s suho obliko bolezni. Razlog za to je najverjetneje ta, da je SAA
klini¢ni marker vnetja krvnih Zzil, ki je pri mackah z izlivi bolj izrazito. Poleg tega niso ugotovili
znacCilne razlike v koncentraciji SAA med mackami s suho obliko FIP-a in kontrolno skupino.
Prav tako niso ugotovili znacilne razlike v koncentraciji SAA med skupinama mack, ki so

ozdravele, in med tistimi, ki niso, zato je njegova prognosti¢na vloga vprasljiva (30).

Pri mackah, ki so prejemale GS-441524, je prislo kmalu po zaetku zdravljenja do izrazitega

padca koncentracije SAA, kar kaze na dobro ucinkovitost zdravila (8, 30, 31).
2.4.2 Alfa-1-kisli glikoprotein (AGP)

Vloga AGP Se ni povsem definirana, predvideva pa se, da ima tako imunomodulatorni kot
antiinflamatorni ucinek. Inhibira proliferacijo limfocitov, agregacijo trombocitov in funkcijo
nevtrofilnih granulocitov (25). Proteini akutne faze vnetja imajo visoko specifi¢nost in
obcutljivost za diagnosticiranje sistemskega vnetja, vendar kljub temu z njimi ne moremo z
gotovostjo razlikovati med samimi vzroki. Izjema bi lahko bil FIP, saj so ugotovili, da je
koncentracija AGP pri mackah s FIP-om znacilno vi§ja kot pri mackah, ki so imele podobne
klini¢ne znake in niso imele FIP-a (21, 25, 32, 33). Specifi¢nost za razlikovanje FIP-a od drugih
podobnih klini¢nih stanj je tako za AGP pri mejni vrednosti 2260 pg/ml 90 % in je vi§ja tako
od specifi¢nosti SAA (87 %) kot tudi od specificnosti haptoglobina (82 %) (32).
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Koncentracija AGP se pri FIP-u moc¢no zvisa tako pri mokri kot pri suhi obliki bolezni (30),
vendar so Addie in sod. (2022) ugotovili nizje koncentracije pri suhi obliki, kar pripisujejo

njenemu kroni¢nemu poteku (23).

V literaturi se AGP omenja tudi kot mozni prognosti¢ni dejavnik in kot parameter za
spremljanje ucinkovitosti terapije. Kadar se koncentracija AGP med zdravljenjem povisa ali ob
koncu zdravljenja vztraja nad 500 pg/ml, je to negativen prognosti¢ni znak (23). Nasprotno so
dokazali Katayama in sod. (2023), ki niso ugotovili znacilne razlike v koncentraciji AGP pred

zacetkom zdravljenja med preZivelimi in neprezivelimi mackami (30).
2.4.3 Haptoglobin

Haptoglobin je zmerno poviSan protein akutne faze vnetja pri mackah, njegova koncentracija
nara$ca in pada pocCasneje v primerjavi s SAA in AGP ter doseze vrh po 2 do 3 dneh. Njegova
vloga je, da $¢iti tkiva pred delovanjem hemoglobina, tako da veze prosti hemoglobin in s tem
zavira njegovo oksidativno delovanje. Poleg tega ima inhibitorni ucinek na funkcijo

granulocitov in na bakterijsko aktivnost (25).

O haptoglobinu pri mackah so objavljene sporadicne Studije (32, 34, 35, 36, 37). Povisano
koncentracijo haptoglobina so ugotovili pri mackah, okuzenih s hemotropnimi mikoplazmami

Babesia vogeli, Hepatozoon felis in pri plazmacitnem gingivostomatitisu (36, 37, 38).

Znano je, da se pri mackah s FIP-om haptoglobin povisa (32, 34, 35), vendar pa uCinek terapije

na njegovo koncentracijo Se ni bil raziskan.
2.4.4 Feritin

Feritin je prav tako protein akutne faze vnetja. Serumska koncentracija feritina je v povezavi z
zalogami Zeleza v tkivih tako pri ljudeh kot tudi pri mackah (39). Do zdaj je bilo izvedenih

malo raziskav o feritinu pri mackah.

Ottenjann in sod. (2006) so doloc¢ali koncentracijo feritina pri mackah z razlicnimi vnetnimi
stanji in ugotovili, da je imelo 63,2 % mack povisSan feritin, medtem ko je 36,8 % mack imelo

feritin znotraj referen¢nih vrednosti (40).
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Pri ljudeh s COVID-19 so ugotovili, da so imeli hospitalizirani bolniki z visokimi ravnmi

feritina znatno vecje tveganje za smrt (7, 41, 42).
2.5 KLINICNA SLIKA
2.5.1 Biotip FECV

Okuzba s FECV je vec¢inoma subklini¢na oziroma poteka v obliki blagega enteritisa (15). Lahko
se pojavijo poviSana telesna temperatura, letargija, obasno bruhanje ter (krvava) driska z

dehidracijo. Smrtnost je nizka (14).
2.5.2 Biotip FIPV

FIP se kaZe v razli¢nih klini¢nih oblikah. V zgodnjem stadiju so za vse oblike bolezni znacilni
1sti nespecifi¢ni klini¢ni znaki, kot so letargija, inapetenca, izguba telesne mase oziroma tezje
pridobivanje telesne mase, intermitentna vro€ina, ki je neodzivna na antibiotike,
limfadenopatija, driska, dehidracija in blede sluznice (10, 12, 14). Nekatere macke razvijejo
tudi zlatenico (12, 14). V zacetni fazi je lahko blago poviSana telesna temperatura edini
simptom FIP-a (12). Ostali klini¢ni znaki variirajo odvisno od oblike bolezni in glede na to,
kateri organi so prizadeti (10). Zaradi variabilnosti klini¢ne slike je natancen klini¢ni pregled

zivali izrednega pomena za postavitev diagnoze (12).

Specifiéni kliniéni znaki so posledica poSkodbe krvnih Zil (vaskulopatije) in se lahko
manifestirajo na razli¢ne nacine, zato se FIP deli na dve klini¢ni obliki: mokro/efuzivno in
suho/ne-efuzivno, ki se med seboj pogosto prepletata in prehajata ena v drugo. Macke z mokro
obliko imajo namre¢ na patoanatomski preiskavi pogosto pridruzene tudi piogranulomatozne

lezije (4).

Klasi¢na ali mokra oblika se kaZe kot izliv vnetne tekoCine iz poSkodovanih krvnih Zil v eni ali
vec telesnih votlinah (4). Najpogosteje se pojavlja ascites (12), in sicer pri 75 % mack, 10-15
% ima izlive v prsni votlini, manj kot 10 % mack pa v prsni in trebusni votlini (10). Perikardialni
in skrotalni izlivi so redkejsi (12). Ascites se kaze kot neboleCa abdominalna distenzija,

plevralni izliv pa kot dispneja, tahipneja in priduSeni sréni toni (12, 14).

Za suho obliko je znacilen nastanek (pio)granulomov in kroni¢no progresiven potek (14).

Klini¢ni znaki pri suhi obliki so odvisni od tega, kateri organi so prizadeti (12). Najpogosteje
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so to ledvice, pljuca, jetra, ¢revo, mezenterialne bezgavke, perikard, mozgani, hrbtenjaca in oci
(10, 12, 14). Piogranulomatozne lezije se lahko z abdominalno palpacijo zatipa kot mase (12).
Suha oblika lahko postane klini¢no zaznavna Sele po ve¢ tednih ali mesecih. Macke s suho
obliko imajo pogosteje pridruzene ocesne in nevroloske znake v primerjavi z mokro obliko

(14).

Nevroloski znaki se pojavijo pri 30 % mack s FIP-om in se razlikujejo glede na to, kateri del
zivénega sistema je prizadet. Opisani Zivéni znaki so ataksija, izguba koordinacije, spremenjeno
obnasanje, napadi, nistagmus, kroZenje, nagibanje glave, motnje posturalnih refleksov,
anizokorija/diskorija, tetrapareza ali parapareza, paraliza zivcev, hiperestezija in kortikalna

slepota. (12).

FIP se lahko kaZe tudi s spremembami na oceh (10, 12, 14), ki se praviloma najprej pojavijo na
enem ocesu in nato zajamejo Se drugo oko. Ocesna oblika FIP-a se obi¢ajno kaze z razli¢nimi
stopnjami uveitisa in retinitisa (10). Zgodnji znak uveitisa je sprememba barve Sarenice, ki jo
spremlja hiperemija in prisotnost precipitatov (10, 14), kasneje pa lahko Sarenica postane bela
ali brezbarvna. Precipitati se lahko nabirajo tudi v roZenici, zaradi ¢esar ta pomotni (14). Hkrati
lahko pride do razlike v obliki (diskorija) in velikosti (anizokorija) zenic (4). Vnetje mreznice
se kaze s krvavitvami in kongestijo mrezni¢nih krvnih zil (10). V tezjih primerih pride zaradi

izliva do odstopa mreznice in slepote (12).

Manj pogosti klini¢ni znaki FIP-a so spremembe v ustni in nosni votlini, na modih ter kozi (10).
Pri intaktnih samcih je opisana oteklina mosnje (14). Kozne spremembe vkljucujejo srbece ali
nesrbece papule, toksi¢no epidermalno nekrolizo ter sindrom krhkosti koze, kar je posledica

piogranulomatoznega vaskulitisa koze (12).
2.6 DIAGNOSTIKA

Diagnostika FIP-a je zahtevna predvsem zaradi kompleksne patogeneze bolezni, ki je posledica
Stevilnih mutacij virusa. Pri pacientth s sumom na FIP je zato potrebno opraviti vec
diagnosti¢nih preiskav, na podlagi katerih lahko z vecjo ali manjSo verjetnostjo trdimo, da gre

za to bolezen (4).
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2.6.1 Anamneza in klini¢ni pregled

Postavitev suma na FIP temelji na anamnesti¢nih podatkih (starost, spol, pasma) in klinicnem
pregledu. Zaradi nespecifi¢nih kliniénih znakov si pomagamo s preiskavami krvi, slikovno
diagnostiko in analizo tekocCine, Ce je ta prisotna (4). Za postavitev kon¢ne diagnoze so potrebni
invazivnej$i diagnosti¢ni pristopi, vendar metode s 100 % specificnostjo in obcutljivostjo ni

(10).
2.6.2 HematoloSke preiskave

Osnovne hematoloske preiskave so neinvazivne, enostavne ter hitro dostopne metode, ki
povedo veliko o zdravstvenem stanju zivali. Odstopanja v krvni sliki so zelo pogosta pri mackah
s FIP-om, vendar morajo biti vedno interpretirana skupaj s klini¢no sliko, saj niso specificna
zgolj za FIP, ampak tudi za druge bolezni. Preiskave krvi pogosto razkrijejo neregenerativno
ali regenerativno anemijo, mikrocitozo z ali brez anemije, limfopenijo, nevtrofilijo in

trombocitozo (4).

Anemija se pojavi pri priblizno 60 % mack s FIP-om (8, 18, 43, 44) in je v veCini primerov
blaga do zmerno huda (18, 45). Anemija zaradi vnetja je najpogostejsi vzrok za anemijo tako
pri zivalih kot pri ljudeh. Patogeneza je multifaktorialna in je najverjetneje del hematoloskega
stresnega sindroma, ki ga sprozi sproscanje citokinov kot odgovor na celi¢no poskodbo ne glede
na to, ali jo povzrocijo okuzba, vnetje ali maligna bolezen. Glavni mehanizmi vkljucujejo
zmanjSano razpolozljivost Zeleza med eritropoezo, zmanjSano prezivetje eritrocitov in
zmanjSan odgovor organizma na anemijo zaradi neustreznega izloCanja eritropoetina ali
zmanjSanega odziva kostnega mozga na eritropoetin. Za anemijo kroni¢nega vnetja je znacilno,
da je blaga do zmerna, neregenerativna, normocitna in normokromna (40). Pri mackah s FIP-
om so ugotovili, da je anemija v veCini primerov (98,1 %) neregenerativna in redko izrazita, s
hematokritom pod 15 % (11,1 %) (18). Ceprav je za anemijo zaradi vnetja zna&ilno, da je
normocitna, so Riemer in sod. (2016) zaznali mikrocitozo pri ve¢ kot eni tretjini mack s FIP-
om. Od tega 40 % mack z mikrocitozo ni bilo anemic¢nih. Mikrocitoza pri mackah s FIP-om bi
lahko bila posledica sekvestracije Zeleza zaradi kroni¢ne bolezni ali zaradi zmanjSane ¢revesne
absorbcije zeleza, ki je posledica povecane sinteze hepcidina (45). Hepcidin je nedavno odkriti
protein akutne faze vnetja (46), ki zavira prevzem zeleza v ¢revesju. Sintezo hepcidina v jetrih

stimulirata IL-1 in IL-6, za katera je bilo dokazano, da sta poviSana pri mackah s FIP-om (45).
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Limfopenija naj bi bila prisotna pri priblizno polovici mack s FIP-om (44, 45) in je pogostejsa
pri mackah z mokro obliko (45). Drugi ¢lanki navajajo nizji odstotek limfopenije pri mackah s
FIP-om, med 20,9 % in 22,2 % (8, 18). Pri eksperimentalni okuzbi mack prostih specifi¢nih
patogenih organizmov se je limfopenija pojavila priblizno 2—4 tedne po okuzbi in je bila
povezana s potekom bolezni. Prej kot se je pojavila, hitrejSe je bilo napredovanje bolezni, zato
lahko Stevilo limfocitov v krvi sluzi kot napovedni dejavnik izida bolezni (19). Limfopenija je
posledica apoptoze, ki je ne povzroci neposredno virus, saj se ta ne razmnozuje v limfocitih,
ampak so za to odgovorni drugi dejavniki. Predvideva se, da je v indukcijo apoptoze limfocitov

vklju¢en TNF-a, ki ga proizvajajo z virusom okuZeni makrofagi (47).

Riemer in sod. (2016) so ugotovili, da je limfopenija pogostejSa pri mackah z mokro obliko.
Razlog je najverjetneje v perivaskularni migraciji limfocitov, ki je posledica vaskulitisa.
Limfopenijo so ugotovili pri 56,1 % mack z mokro obliko in 28,8 % mack s suho obliko FIP-a
(45). Ta ugotovitev je bila v nasprotju z raziskavo Sparkes in sod. (1991), ki niso ugotovili

razlik v pogostosti limfopenije med skupinama mack z mokro in suho obliko (48).

Nevtrofilni granulociti predstavljajo pomembno obrambo gostitelja pred patogeni. Okuzbe z
virusi, kot sta virus macje levkoze (FELV, angl. Feline Leukemia Virus) ali macji parvovirus
(FPV, angl. Feline Parvovirus), obi¢ajno zmanjSajo Stevilo nevtrofilnih granulocitov, kar pa ne
velja za FIP (49). Nevtrofilijo lahko opazimo pri 40,6-57,1 % mack s FIP-om (18, 44, 45, 48).
Ta je posledica vnetja in delovanja citokinov, ki zakasnijo apoptozo nevtrofilnih granulocitov
in s tem podalj$ajo njihovo Zivljenjsko dobo. Dejavniki, ki podaljSajo njihovo dobo prezivetja
so TNF-a, granulocitne in makrofagne kolonije stimulirajo¢i dejavnik (GM-CSF, angl.
Granulocyte Macrophage-Colony-Stimulating Factor) in granulocitne kolonije stimulirajoci
dejavnik (G-CSF, angl. Granulocyte-Colony Stimulating Factor). Te kot odgovor na
razmnozevanje virusa izloc¢ajo s FIPV okuzeni makrofagi. Takano in sod. (2009) so ugotovili
povisane koncentracije TNF-a, GM-CSF in G-CSF v makrofagih mack s FIP-om, kar potrjuje,

da je nevtrofilija posledica podaljSanega prezivetja nevtrofilnih granulocitov (49).
2.6.3 Hematoloski markerji vnetja

HematoloSki markerji vnetja so enostavno dostopni parametri, izracunani kot razmerja
koncentracij posameznih vrst levkocitov in trombocitov, ki lahko sluZijo kot diagnosti¢ni in/ali

prognosti¢ni parametri pri razli¢nih boleznih tako pri ljudeh kot Zivalih (50).
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V veterinarski medicini so jih raziskovali zlasti pri psih (51, 52, 53, 54). Pri mackah so uporabo
razmerij preucevali pri boleznih, kot so hipertroficna kardiomiopatija, akutni pankreatitis,

postinjekcijski sarkom in limfom (50, 55, 56, 57, 58).

Vrednost NLR je bila znacilno vecja pri mackah s kongestivnim srénim popuscanjem in je tako
negativen prognosti¢ni parameter pri mackah s hipertrofi¢no kardiomiopatijo (55). Pri mackah
z akutnim pankreatitisom, za katerega je tako kot pri FIP-u znadilen sistemski vnetni odziv, so

ugotovili znacilno poviSane vrednosti NLR in TLR v primerjavi z zdravimi Zivalmi (57).

Nedavno je Donato s sod. (2023) preuceval povezave med vrednostmi NLR, MLR in TLR ter
ostalimi vnetnimi parametri pri mackah. Pri mackah s hipoalbuminemijo, hiperglobulinemijo
in poviSano koncentracijo SAA so bile vrednosti razmerij vi§je. Ti rezultati kazejo, da lahko

izraCunana razmerja sluzijo kot pokazatelj vnetja pri mackah (59).
Uporaba hematoloskih markerjev vnetja pri mackah s FIP-om do zda;j Se ni bila raziskana.
2.6.4 Biokemijska preiskava

Pri vecini mack s FIP-om se odstopanja pojavijo tudi pri biokemijski preiskavi krvi (43, 45).
Spremembe v biokemijskih parametrih so nespecifi¢ne, kar pomeni, da ne moremo postaviti
diagnoze samo na podlagi teh izvidov (4). Vsa odstopanja biokemijskih parametrov moramo

interpretirati skupaj z anamnezo, klini¢no sliko ter rezultati ostalih diagnosti¢nih preiskav (60).

Najbolj znadilna je hiperglobulinemija, ki se pojavi pri 89 % mack s FIP-om (60).
Hiperglobulinemiji je lahko pridruZena hipoalbuminemija in/ali hiperproteinemija (45, 60, 61).
Posledi¢no je razmerje A/G znizano, o ¢emer porocajo v Stevilnih ¢lankih (4, 61, 62). Kadar je
razmerje A/G manjSe od 0,4, naj bi bila verjetnost FIP-a vecja, njegova vrednost pa je manjsa,
kadar je razmerje nad 0,8, vendar se mejne vrednosti med razlicnimi Studijami razlikujejo (4).
Razmerje A/G naj bi imelo vecjo diagnosticno vrednost kot koncentracija celokupnih

beljakovin ali gama globulinov (63).

Pogosta je tudi hiperbilirubinemija, ki prevladuje predvsem pri mackah z mokro obliko. Po
navadi ni povezana z boleznijo jeter, saj so jetrni encimi pri vecini mack s FIP-om normalni
(45). Vzrok za hiperibilirubinemijo je bolj verjetno povecana hemoliza (4). Tsai je v svoji

raziskavi ugotovil, da koncentracija bilirubina nara$c¢a pri napredovanju bolezni, kar pomeni,
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da bi bilirubin lahko sluzil kot negativni prognosticni dejavnik (62). Do podobnih ugotovitev
so prisli Katayama in sod. (2021), ki so ugotovili znacilno vi§je koncentracije bilirubina v

skupini mack, ki so med zdravljenjem poginile, v primerjavi z mackami, ki so preZivele (64).

V literaturi se poroca o dvigu aktivnosti alanin-aminotransferaze (ALT) med zdravljenjem
mack z GS-441524 ali s kombinacijo remdesivirja in GS-441524 (18, 31, 61). Taylor in sod.
(2023) pri zdravljenju zgolj z remdesivirjem tega niso opazili (18). Vzrok za hepatopatijo v
povezavi z aplikacijo GS-441524 in remdesivirja Se vedno ni v celoti pojasnjen (61). Pri
bolnikih s COVID-19 so opisani majhni dvigi v aktivnosti ALT med zdravljenjem z
remdesivirjem, ki so se po koncu zdravljenja normalizirali, pri ¢emer bolniki niso kazali

nobenih drugih znakov poskodbe jeter (65).

V primerih, ko se bolezenski proces razsiri na ledvice, se lahko pojavi azotemija, ki je

pogostejSa pri mackah s suho obliko bolezni (45).

Hipoglikemija je manj pogosta najdba in se povezuje s hujSim potekom bolezni, prisotnostjo

sistemskega vnetnega odgovora ali sepso (4).
2.6.5 Laktat-dehidrogenaza (LDH)

LDH je znotrajceli¢ni encim, ki sodeluje v anaerobni proizvodnji energije. Odgovoren je za
reverzibilno konverzijo piruvata v laktat v procesu glukoneogeneze (66). Povecana aktivnost
LDH je lahko povezana z anemijo, ishemicno boleznijo srca, miSi¢no travmo, neoplazijami ter

patoloSkimi procesi na pljucih, jetrih, ledvicah, osréniku in pankreasu (66, 67).

Stevilne raziskave poro¢ajo o mozni uporabi LDH kot napovednega dejavnika za huj$o obliko
COVID-19 pri ljudeh (67, 68). Huang in sod. (2022) so ugotovili, da je poviSana aktivnost LDH

povezana s slabo klini¢no prognozo in vecjo stopnjo smrtnosti bolnikov s COVID-19 (68).

Romanelli in sod. (2022) so merili aktivnost LDH v abdominalnih in torakalnih izlivih mack s
FIP-om in ugotovili, da je ta primerljiva z aktivnostjo LDH pri mackah z neoplasti¢no ali

septi¢no efuzijo (69).

Pri pregledu literature nismo nasli objavljenih raziskav, ki bi dolocevale aktivnost LDH v

serumu mack s FIP-om.
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2.6.6 Elektroforeza serumskih beljakovin

Spremembe v proteinogramu na racun hiperproteinemije ali hiperglobulinemije je mozno
zaznati pri 87,7 % mack s FIP-om (10). Elektroforeza serumskih beljakovin je indirektni
laboratorijski test, ki se uporablja za diagnostiko FIP-a (70). Deluje tako, da lo¢i serumske
beljakovine glede na njihovo velikost, obliko in elektri¢ni naboj na Sest frakcij: albumine,
globuline alfa-1, globuline alfa-2, globuline beta-1, globuline beta-2 in globuline gama.
Obicajno pri mackah s FIP-om opisujejo zgodnji dvig v frakeiji globulinov alfa-2, ki jim sledi
poliklonalni dvig globulinov gama. Med globuline alfa-2 sodijo nekateri proteini akutne faze
vnetja, kot so ceruloplazmin, haptoglobin, in alfa-2 makroglobulin, zato je ta frakcija poviSana
v primeru akutnega vnetja ter neoplazij ali nefrotskega sindroma (71). Hipergamaglobulinemija
se pojavi priblizno dva tedna po okuzbi, ko se aktivira humoralni imunski sistem (70). Med
globuline gama uvrS¢amo zlasti imunoglobuline razreda G ter CRP (71). Poliklonska

hipergamaglobulinemija je pri FIP-u pogostejsa kot monoklonska (70).
2.6.7 Slikovna diagnostika

Ultrazvo¢nih ali rentgenskih sprememb, ki bi bile specifiéne za FIP, ni. Ultrazvok je
neinvazivna in zelo obcutljiva diagnosticna metoda, s katero lahko zaznamo prisotnost ze
majhne koli¢ine proste teko¢ine v abdomnu, prsni votlini ali osréniku. Poleg tega lahko z
ultrazvo¢no preiskavo ugotovimo poveCane mezenterialne bezgavke, zadebeljeno steno
Crevesja, spremenjena in/ali povecana jetra, vranico in ledvica. S pomocjo ultrazvoka lahko
punktiramo tekocCino ter opravimo ultrazvo¢no vodeno tankoigelno (citolosko) ali debeloigelno
(histoloSko) biopsijo organov (4). Z rentgenskim slikanjem prsnega kosa lahko diagnosticiramo
plevralni ali perikardialni izliv. Pri mackah s piogranulomatozno plju¢nico so na rentgenski
sliki vidni pulmonalni ali peribronhialni infiltrati. Ugotovimo lahko tudi povecane organe, pri
¢emer so lahko detajli slike zaradi proste tekoCine v trebusni votlini slabsi (10). Napredne
diagnosti¢ne metode, kot sta magnetna resonanca s kontrastom ali racunalniSka tomografija, so

indicirane pri mackah z nevroloskimi znaki (4).
2.6.8 Analiza tekocine

Pri mackah z mokro obliko je pomembna analiza tekocCine, odvzete iz trebusne ali prsne votline.

Z makroskopsko oceno, citoloskim pregledom razmaza, biokemicnimi preiskavami in
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mikrobioloSko analizo vzorca tekocine lahko lo¢imo FIP od drugih bolezni, kot sta limfom in
bakterijski peritonitis/plevritis. Tekocina pri FIP-u je slamnato rumena, bistra do zmerno
motna, vsebuje veliko beljakovin (> 35 g/L) in majhno §tevilo celic (< 5,0 x 10%/L). V razmazu
izliva so vidni makrofagi, nedegenerirani nevtrofilni granulociti in posamezni limfociti, kar je
znacilno za piogranulomatozno vnetje. Izvedemo lahko tudi Rivalta test, ki je hiter in poceni
ter ima dobro obcutljivost (91-100 %), vendar je lahko pozitiven tudi pri mackah z limfomom

ali bakterijskim peritonitisom/plevritisom (4).
2.6.9 Indirektne diagnosticne metode
2.6.9.1 Seroloska diagnostika — dokazovanje protiteles

Seroloski testi, kot so indirektna imunofluorescenca, virus nevtralizacijski test, ELISA, hitri
imunokromatografski test, so pri diagnostiki FIP-a zaradi slabSe obcutljivosti in specifi¢nosti
manj uporabni. Z njimi lahko zaznamo protitelesa proti FCoV v krvi, efuziji ali cerebrospinalni
tekocCini 7-28 dni po okuzbi. Slabost seroloskih testov je, da ne lo¢ijo med okuzbo s FECV ali
FIPV (60), poleg tega ima do 80 % mack v populaciji protitelesa proti FCoV (72, 73, 74).
Negativen rezultat prav tako ne izklju¢i FIP-a, saj priblizno 10 % mack nima serumskih
protiteles, ker so ta zaradi vaskulitisa in ekstravazacije krvnih komponent v izlivih. Za macke s
FIP-om niso znacilni niti naras€ajoci ali visoki titri protiteles. Pri zdravih mackah, okuZenih s
FCoV, titri protiteles zelo nihajo, zato enkratno merjenje titrov nima diagnosti¢ne vrednosti.
Detekcija protiteles v izlivih ali cerebrospinalni teko€ini ni ni¢ bolj diagnosti¢no uporabna od

dokazovanja protiteles v serumu (60).
2.6.10 Direktne diagnosti¢éne metode
2.6.10.1 Molekularne metode

Molekularne metode so hitre in zelo obcutljive, saj zaznajo Ze zelo majhno koli¢ino virusne
RNA v vzorcu. Za analizo zato zadostuje minimalno invazivna ultrazvo¢no vodena tankoigelna
biopsija organov, ki kazejo vnetne spremembe. Z njimi lahko dokaZemo prisotnost virusne
RNA v razli¢nih vzorcih, kot so kri, punktat, tkiva, cerebrospinalna tekoc¢ina ali oCesna vodica,

vendar pa z nobeno od teh metod ne moremo lo¢iti med FIPV in FECV (4).
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Dokaz virusne RNA zunaj gastrointestinalnega trakta ni specificen za FIP. Tudi pri zdravih
mackah, ki so okuzene s FECV, lahko dokazemo prisotnost virusa zlasti v hemolimfati¢nih
tkivih, kot so vranica, mezenterialne bezgavke, kostni mozeg in pa tudi v krvi, vendar je pri
mackah s FIP-om virusno breme precej vi§je. Virusno breme je najvi§je v omentumu,
mezenterialnih bezgavkah in vranici, zato so ta tkiva najbolj primerna za vzorcenje. Manj
primerna so ledvica, jetra, pljuc¢a, miokard in poplitealne bezgavke. Vzorci krvi niso primerni
za potrditev FIP-a, saj lahko viremijo zaznamo pri 80-90 % mack, ki so okuzene s FECV. Pri

mackah z mokro obliko je najprimernejsi vzorec abdominalna ali torakalna efuzija (4).

Vse dosedanje Studije, ki so proucevale verizno reakcijo s polimerazo in reverzno transkriptazo
(RT-PCR) na vzorcu cerebrospinalne tekocCine, so ugotovile 100 % specificnost, kar pomenti,
da najdemo virusno RNA v cerebrospinalni tekoc¢ini samo pri mackah s FIP-om ne glede na to,
ali imajo nevroloske znake. Kljub temu, da se zaenkrat o lazno pozitivnih RT-PCR rezultatih
Se ni porocalo, se sklepa, da je teoreticno mozno, da bi tudi FECV presel krvno-mozgansko

bariero pri mackah z nevroloskimi znaki, ki niso posledica FIP-a (4).

Z molekularnimi metodami lahko ugotavljamo tudi mutacijo, ki na mestu 1058 povzroci
zamenjavo aminokisline metionin v levein (M1058L), in mutacijo na mestu 1060, ki povzroci
zamenjavo serina v alanin (S1060A). Sprva so mislili, da sta mutaciji specificni za FIP, vendar
so novejSe Studije dokazale, da sta mutaciji znak sistemskega Sirjenja virusa, ki pa se lahko

zgodi tudi pri zdravih mackah in je benigno (4).

Pozitiven RT-PCR test na vzorcih tekocine ali tkiva, skupaj z znacilnimi hematoloskimi in
biokemijskimi odstopanji ter znacilnim izgledom tekocine, FIP postavi na prvo mesto na listi

diferencialnih diagnoz (4).
2.6.10.2 Imunooznacevanje

Trenutni zlati standard za diagnosticiranje FIP-a je dokaz antigena FCoV z imunohistokemijo
ali imunofluorescenco v tkivih. Slabost te metode je, da je za pridobitev vzorcev potrebna
invazivna kirurSka diagnostika (laparotomija, laparoskopija) v splosni anesteziji, ki predstavlja
doloceno tveganje za macke s sumom na FIP, zato se v vecini primerov lahko izvede samo
post-mortem. Metoda temelji na vezavi specificnih protiteles, ki se vezejo na antigene v

makrofagih. Za natancen izvid je potrebno kirurSko vzorcenje ve¢ prizadetih organov, saj so



M. Strlji¢, L. Triar: Spremljanje vnetnega odgovora pri mackah z macjim infekcijskim peritonitisom. 32

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Raziskovalna naloga.

antigeni razli€no razporejeni v spremembah znotraj organov, zato negativen rezultat ne izkljuci
FIP-a. Imunohistokemija ali imunofluorescenca se lahko izvajata tudi na vzorcih, kot so efuzija,
vzorci tankoigelne biopsije, cerebrospinalna tekocina in ocesna vodica, vendar je specifi€nost

slabsa (4).
2.7 TERAPIJA

FIP je do razvoja in uporabe specifiénih protivirusnih zdravil veljal za neozdravljivo bolezen
(12). Brez zdravljenja je povprecna doba prezivetja pri mackah z mokro obliko 21 dni, pri
mackah s suho obliko pa 38 dni (62). Pred uporabo protivirusnih zdravil so macke s FIP-om
zdravili paliativno z nesteroidnimi protivnetnimi zdravili, glukokortikoidi, rekombinantnim
macjim interferonom omega (rflFN-®) in poliprenil imunostimulantom (4). S simptomatsko
terapijo ni mogoce pozdraviti FIP-a, lahko pa dosezemo kratkotrajno izboljSanje klini¢nih
znakov (31). Bolezni, kot so ebola, bliznjevzhodni respiratorni sindrom (MERS, angl. Middle
East Respiratory Syndrome) in hudi akutni respiratorni sindrom (SARS, angl. Severe Acute
Respiratory Syndrome), so spodbudile farmacevtsko industrijo k hitrejSemu razvoju
protivirusnih zdravil, ki zavirajo replikacijo RNA virusov (5), vendar so zdravila v vecini drzav

po svetu trenutno registrirana samo za ljudi (4).
2.7.1 Protivirusne ucinkovine proti FCoV
2.7.1.1 Remdesivir (GS-5734)

Remdesivir (GS-5734) je nukleozidni analog, ki je bil prvotno razvit za zdravljenje ebole (75).
Zdravilo se je kasneje izkazalo za uCinkovito proti Stevilnim RNA virusom, kar je spodbudilo
raziskave glede ucinkovitosti remdesivirja in njegovega aktivnega metabolita GS-441524 pri
zdravljenju FIP-a. Ucinkovitost remdesivirja in GS-441524 pri zdravljenju FIP-a je bila
primerljiva, vendar so nadaljnje Studije preferirale uporabo GS-441524 zaradi njegove manj
kompleksne kemijske zgradbe (5). Cosaro in sod. (2023) so primerjali ucinkovitost
remdesivirja in GS-441524 za peroralno uporabo pri zdravljenju FIP-a, pri ¢emer rezultati niso
pokazali znacilne razlike v prezivetju med mackami, ki so prejemale remdesivir, in mackami,

ki so prejemale GS-441524 (76).

2.7.1.2 GS-441524
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(GS-441524 je adenozinski nukleozidni analog in aktivni metabolit remdesivirja (8). Izkazal se
je kot varno in ucinkovito zdravilo (5) in je trenutno eno najbolj uporabljenih protivirusnih
zdravil za zdravljenje FIP-a (5, 6, 30, 31, 61, 76, 77, 78, 79). Visoka cena in nedostopnost
zdravila v ve€ini drzav po svetu omejujeta njegovo uporabo, zato so lastniki primorani zdraviti
macke z nelicenciranim, komercialno dostopnim zdravilom, ki vsebuje GS-441524 (angl.

»Crowd-sourced therapy«, 6).

Mehanizem delovanja nukleozidnih analogov je, da se vgrajujejo v nastajajo¢o virusno RNA
in s tem onemogocijo replikacijo virusa (61). Zdravilo deluje hitro, saj klini¢no izboljSanje
obicajno nastopi v nekaj dneh. Na voljo je v peroralni in injekcijski obliki za subkutano dajanje
(4). Negativni stranski ucinki so vezani zlasti na injekcijsko obliko zdravila. Poroca se
predvsem o bolecini in reakcijah koze, kot so razjede, odprte rane in brazgotine na mestu
aplikacije zdravila (5, 61, 77, 78). Pri posameznih mackah se povisa aktivnost ALT, vendar Se

ni povsem razjasnjeno, ali je to posledica zdravila ali bolezni (4, 61).

Murphy in sod. (2018) so prvi preucevali u¢inkovitost in varnost GS-441524 pri zdravljenju
FIP-a. Zdravilo se je izkazalo za netoksi¢no in je u¢inkovito zavrlo replikacijo FCoV v dveh
razlicnih celiénih kulturah. Poleg raziskav in vitro so z GS-441524 zdravili tudi 10
eksperimentalno okuzenih mack, in sicer z odmerkom 2,0 ali 5,0 mg na kilogram telesne mase
na 24 ur subkutano. Zdravljenje je trajalo dva tedna, pri ¢emer je prislo do hitrega klini¢nega
izboljSanja. Med viSino odmerka in odgovorom na terapijo niso ugotovili razlik. Pri dveh
mackah je priSlo do recidiva, zato so ju ponovno zdravili z enakim odmerkom in pri tem
uporabili enako dolzino zdravljenja. Na ponovno terapijo sta se dobro odzvali in med raziskavo
ostali zdravi (77). Leto kasneje je Pedersen s sodelavci (2019) objavil Studijo o u¢inkovitost
zdravljenja FIP-a z GS-441524 pri mackah z naravno povzroc¢eno okuzbo s FCoV. Vkljucili so
31 mack, 26 z mokro in 5 s suho obliko bolezni. Macke so zdravili z odmerkom 2,0 mg na
kilogram telesne mase na 24 ur subkutano, 12 tednov. Terapijo so v primeru visoke
koncentracije serumskih beljakovin podaljsali (5). Izbira odmerka in dolzina zdravljenja je
temeljila na ugotovitvah prejs$njih Studij (5, 77, 80). 26 mack je zakljucilo zdravljenje, vendar
se je pri osmih mackah bolezen kasneje ponovila. Macke, ki so ponovno zdravili z vi§jim
odmerkom, so se na zdravljenje uspesno odzvale in so med raziskavo ostale zdrave. Pri mackah,
ki so jih zdravili s prvotnim odmerkom, je prislo do ponovnega recidiva, zato so pri zdravljenju

druge ponovitve bolezni uporabili vi§je odmerke. Na zvisanje odmerka so se dobro odzvale in
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ostale zdrave, z izjemo ene macke, ki so jo zaradi slabe klini¢ne slike evtanazirali (5). Obe
Studiji sta preucevali ucinkovitost zdravila za parenteralno uporabo in nista vkljucili mack z
nevroloskimi in o€esnimi znaki zaradi dvomov o prehodnosti zdravila skozi krvno-mozgansko
oziroma krvno-ocesno bariero (5, 77). S kasnejSimi raziskavami so ugotovili, da so za uspesno

zdravljenje nevroloske in oCesne oblike potrebni visji odmerki zdravila (31, 61, 78, 81).

Pri pregledu literature smo ugotovili, da so v vecini Studij (6, 31, 30, 61, 76, 78, 79) uporabljali
12-tedenski protokol za zdravljenje FIP-a po zgledu raziskave Pedersena in sod. (2019).
Dolocene Studije, ki so uporabile krajSe protokole zdravljenja, nakazujejo, da bi lahko bilo

krajSe obdobje terapije prav tako ucinkovito (77, 82).

Prva raziskava o uspesni terapiji FIP-a s peroralno obliko GS-441524 je bila objavljena leta
2020 (81). Tej so kasneje sledile Stevilne Studije, ki so to potrdile (30, 31, 64, 23). Taksna oblika

zdravljenja je za zival in lastnika manj stresna v primerjavi z bolecimi subkutanimi injekcijami

(4).

Med zdravljenjem je priporocljivo spremljati telesno maso in krvno sliko mack na vsake Stiri
tedne (4, 61). Pridobivanje telesne mase je najenostavnjesi pokazatelj uspesSnega zdravljenja.
Krvni parametri, s katerimi spremljamo uspesSnost terapije, so hematokrit, levkociti, celokupne

serumske beljakovine, globulini, albumini in razmerje A/G (5).

V raziskavi Pedersena in sod. (2019) 5/31 mack ni zakljucilo zdravljenja, kar nakazuje na 80
% stopnjo prezivetja (5). Do podobnih ugotovitev so prisli Katayama in sod. (2023), ki so
preucevali u¢inkovitost peroralne oblike zdravila GS-441524. V njihovi raziskavi je zdravljenje
zakljucilo 137/161 (85,1 %) mack z meSano obliko in 153/163 (93,9 %) mack s suho obliko
bolezni (30). Kljub temu da je GS-441524 zelo ucinkovito zdravilo, pride pri priblizno 10 %
mack med ali po zdravljenju do ponovitve bolezni (6, 18). Neuspesno zdravljenje je lahko
posledica nezadostne Cistosti ali koncentracije zdravila, nepravilnih odmerkov ali razvoja

rezistence (4).

Uporaba nelicenciranih preparatov je vzbudila Stevilne dvome o njihovi kvaliteti, Cistosti in
koncentraciji (4). Dve raziskovalni skupini sta pred kratkim ocenjevali kakovost Sirokega

nabora izdelkov, ki naj bi vsebovali GS-441524. Ugotovili so, da so vsi parenteralni izdelki, ki
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so jih preucili, vsebovali u¢inkovino GS-441524 v oglasevanih oziroma visjih koncentracijah,

medtem ko so peroralni izdelki kazali bolj spremenljive koncentracije (83, 84).
2.7.1.3 Molnupiravir

Molnupiravir je prav tako nukleozidni analog, ki se je v Evropski uniji uporabljal za zdravljenje
ljudi z blago do zmerno obliko bolezni COVID-19 (85, 86). Pri ljudeh so ugotovili, da je
moznost za razvoj rezistence proti molnupiravirju pri SARS-CoV-2 zelo nizka (86).
Ucinkovina ima za zdravljenje FIP-a velik potencial zaradi moznosti peroralnega zdravljenja
in zlasti kot t. i. zdravilo drugega izbora v primeru neuspeha z GS-441524. Opisani nezeleni
stranski ucinki pri uporabi molnupiravirja pri mackah so lahko huda levkopenija, poveSeni uhlji
in polomljeni brki. Priporo€ljivo zdravljenje do klinine remisije praviloma traja 12 tednov

(87).
2.7.14 GC376

GC376 je zaviralec virusne proteaze 3CL (88). Pedersen in sod. (2018) so preucevali
ucinkovitost GC376 pri 20 mackah z mokro in suho obliko FIP-a. 19 mack se je prvotno
uspesno odzvalo na terapijo, vendar se je v nekaj tednih po koncu zdravljenja bolezen ponovila.
Vecina mack, pri katerih je prislo do recidiva, je razvila nevrolosko obliko bolezni. Od tega se
13 mack na ponovno zdravljenje ni odzvalo (80). Kljub poroc¢ilom o razvoju rezistence (89, 90)
ima GC376 potencial za uspeSno zdravljenje FIP-a v kombinaciji z drugimi protivirusnimi
zdravili (89). Opisani stranski uc¢inki uporabe GC376 so pekoC obCutek na mestu aplikacije in
nepravilen razvoj oziroma nepravilno izrastli stalni zobje pri mackah, ki so bile zdravljene pred

18. tednom starosti (80). GC376 trenutno ni licenciran za zdravljenje mack s FIP-om (4).
2.7.2 Podporna terapija

Podporna terapija pri zdravljenju FIP-a vkljuCuje intravensko tekocCinsko terapijo,
spodbujevalce apetita, antiemetike in analgezijo. Dodajo se lahko tudi vitamin B12, gabapentin

in steroidi (4).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 IZBOR PACIENTOV

Raziskava je bila zasnovana kot retrospektivna Studija, v kateri smo uporabili klini¢ne in
laboratorijske podatke pacientov Klinike za male zivali Veterinarske fakultete Univerze v
Ljubljani ter ostanke vzorcev krvi, ki so bili odvzeti za potrebe diagnostike in klini¢ni nadzor
zdravljenja med letoma 2020 in 2024. Postopki raziskave so potekali v skladu z veljavno

slovensko zakonodajo na podrocju veterinarstva (91).

V raziskavo smo vkljucili vzorce 35 lastniskih mack, 23 z mokro in 12 s suho obliko FIP-a, pri
katerih je diagnozo potrdil veterinar in je v skladu s smernicami Evropskega svetovalnega
odbora o macjih boleznih (ABCD, angl. European Advisory Board on Cat Diseases). Diagnoza
je temeljila na znacilnih klini¢nih znakih in rezultatih diagnosti¢nih preiskav (hematoloske in
biokemijske preiskave krvi, citoloSka preiskava izlivov) ter detekciji FCoV v izlivih oziroma
aspiratih prizadetih organov (vranica, bezgavke) s komercialno dostopno metodo RT-PCR (FIP

virus RealPCR™, IDEXX laboratory, Nemcija).

V Casu raziskave licencirano protivirusno zdravilo, ki vsebuje adenozinski nukleozidni analog
(GS-441524, ni bilo na voljo v Evropski uniji, zato je zdravljenje potekalo z nelicenciranim,
komercialno dostopnim zdravilom, ki vsebuje GS-441524 in so ga pridobili lastniki sami (angl.

»Crowd-sourced therapy, 6).

32/35 mack je prejemalo zdravilo GS-441524 najmanj 12 tednov. Tri macke niso bile
zdravljene, zato smo lahko njihove parametre vkljucili le v skupino mack pred zdravljenjem za
statisti¢no primerjavo s kontrolno skupino. Macke smo imeli za ozdravljene, ¢e v 12-tedenski
dobi opazovanja niso imele recidiva. Med zdravljenjem smo stanje mack spremljali z
mesecnimi kliniénimi pregledi in preiskavami krvi. V kontrolno skupino je bilo vkljucenih 28

zdravih mack, ki so bile po starosti primerljive s skupino pacientov.
3.2 KLINICNI PODATKI

Pri mackah s FIP-om smo zbrali naslednje klini¢ne podatke: telesna masa pred in po
zdravljenju, starost, spol, status sterilizacije/kastracije, klini¢ni znaki pri prvem obisku, mokra

ali suha oblika, prisotnost oCesnih in/ali nevroloskih znakov ter izid zdravljenja.
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3.3 ODVZEM IN PRIPRAVA VZORCEV KRVI

Pri zdravljenih mackah smo po priporocenem protokolu za zdravljenje FIP-a z zdravilom GS-
441524 opravili klini¢ni pregled z odvzemom krvi iz v. cephalice antebrachii ali v. jugularis
pred zacetkom zdravljenja in 4, 8 in 12 tednov po zacetku zdravljenja. Za hematoloske
preiskave smo odvzeli vzorce krvi v 0,5 mL epruvete z antikoagulantom K3EDTA (BD
Microtainer, Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, ZDA). Vzorce krvi za pridobitev
seruma smo odvzeli v 4 mL epruvete s separacijskim gelom in dodatkom aktivatorja
koagulacije (Vacuette; Greiner Bio-One, Kremsmunster, Avstrija). Vzorce smo pustili stati na
sobni temperaturi najmanj 20 minut, da so skoagulirali, in jih nato 10 minut centrifugirali pri
1300 x g. Ostanke vzorcev seruma 19 mack, za katere smo pridobili soglasje lastnikov, da jih
lahko uporabimo za nadaljnje raziskave, smo nato razdelili na ve¢ delov in jih shranili pri

temperaturi —80 °C za nadaljnje preiskave.

Pri zdravih mackah smo v okviru preventivnega kontrolnega pregleda dolocili izbrane
hematoloske (celotna krvna slika z diferencialno belo krvno sliko) ter biokemijske parametre
(serumska koncentracija se¢nine in kreatinina, serumska aktivnost alkalne fosfataze in ALT).
Preostanek seruma petih mack smo s soglasjem lastnikov shranili po Ze prej opisanem postopku

z namenom dolocanja koncentracije citokinov ter proteinov akutne faze vnetja.

3.4 HEMATOLOSKE PREISKAVE IN HEMATOLOSKI MARKERIJI VNETJA

HematoloSke preiskave smo izvajali v Diagnosticnem laboratoriju Klinike za male zivali

Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani.

Pri vseh mackah smo dolocili celotno krvno sliko in diferencialno belo krvno sliko z
avtomatskim hematoloskim analizatorjem ADVIA 120 (Siemens, Nemcija), ki deluje na
principu preto¢ne citometrije z lasersko svetlobo in je namenjen za uporabo v veterinarski
medicini. [z rezultatov hematoloskih preiskav, tj. koncentracij posameznih vrst levkocitov in
trombocitov, smo izracunali razmerja NLR, LMR in TLR. Dodatno smo dolo¢ili $e SII, ki smo
ga izracunali kot koncentracija  nevtrofilnih  granulocitov =~ x  koncentracija
trombocitov/koncentracija limfocitov. Ker referencne vrednosti za hematoloske markerje
vnetja pri mackah niso na voljo, smo enaka razmerja izracunali tudi pri 28 zdravih mackah,

vkljucenih v kontrolno skupino.
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3.5 BIOKEMIJSKE PREISKAVE

Na vsakem kontrolnem pregledu je veterinar glede na klini¢no sliko zivali izbral doloCene
biokemijske parametre za analizo. Rutinska biokemijska preiskava je vkljucevala kontrolo
serumske se¢nine, kreatinina, serumskih celokupnih beljakovin in albumina ter aktivnost ALT.
Poleg tega smo pri manjSem Stevilu mack izvedli Se elektroforezo serumskih beljakovin ter
merjenje koncentracije bilirubina. Vse biokemijske parametre smo dolocali v komercialnem
laboratoriju (IDEXX laboratoriji, Nem¢ija) in jih primerjali z referencnimi vrednostmi

laboratorija IDEXX.

Retrospektivno smo merili tudi aktivnost LDH v shranjenih zamrznjenih vzorcih seruma z
uporabo avtomatskega biokemijskega analizatorja RX Daytona+ (Randox, Crumlin, Zdruzeno
Kraljestvo), ki deluje na principu spektrofotometrije. Uporabili smo reagencni komplet Randox
(Ref. st.: LD 3842; Lactate Dehydrogenase, L-lactate—pyruvate; Randox, Crumlin, Zdruzeno
Kraljestvo). Meritve smo opravili v Diagnosticnem laboratoriju Klinike za male zivali

Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani.
3.6 CITOKINI IN PROTEINI AKUTNE FAZE VNETJA

Vzorci 8/19 mack so bili primerni za merjenje koncentracije citokinov in proteinov akutne faze
vnetja pred in po zdravljenju. Pri ostalih mackah merjenje ni bilo mogoce zaradi manjkajocih
vzorcev bodisi pred ali po terapiji ali zaradi premajhne koliine shranjenega seruma. Meritve
smo izvajali v laboratoriju Enote za fiziologijo in patolosko fiziologijo Instituta za predklini¢ne

vede Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani.

Koncentracijo citokinov in proteinov akutne faze vnetja smo dolocili tudi pri petih mackah v
kontrolni skupini, ki smo jih glede na anamnesti¢ne podatke, klini¢ni pregled in rezultate

hematoloskih in biokemijskih preiskav imeli za zdrave.

Za dolocanje koncentracije citokinov in proteinov akutne faze vnetja smo uporabili vrstno
specificne, komercialno dostopne kvantitativne sendvi¢ ELISA teste. Izmerili smo
koncentracije petih izbranih serumskih parametrov: IL-6, TNF-a, IL-1B, feritin (Cat IL-6
ELISA kit, Cat. No.: MBS284478; Cat TNF-a ELISA kit, Cat. No.: MBS1602676; Cat IL-1f3
kit, Cat. No.: MBS9319075; Cat Ferritin ELISA kit, Cat. No.: MBS096404; vsi Mybiosource,
ZDA) in haptoglobin (Feline and Canine Haptoglobin ELISA kit, Cat. No.: TE1033, Teco,
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Svica). ELISA teste smo izvedli v skladu z navodili proizvajalca. Standarde, ki smo jih
uporabili za izdelavo umeritvene krivulje, smo pripravili v Sestih razli¢énih koncentracijah za
vsak komplet posebej in v skladu s priporocili proizvajalca glede navedene obcutljivosti za vsak
parameter. Vse testne vzorce, standarde in kontrole kakovosti smo analizirali v dvojnikih po
navodilih proizvajalca. Opticne gostote smo izmerili pri 450 nm s citalnikom mikroplos¢
Multiskan FC Microplate Photometer (Thermo Fisher Scientific, ZDA) in izracunali povprecno
absorbanco obeh meritev vsakega vzorca. Koncentracijo vzorcev smo dolo€ili z najprimernejSo

standardno krivuljo.
3.7 STATISTICNA ANALIZA

Primerjali smo parametre pred in po zakljucku zdravljenja. Za statisticno obdelavo smo
uporabili komercialno dostopen statisti¢ni program (IBM SPSS 29, Chicago, Illinois, ZDA).
Za ugotavljanje normalne porazdelitve rezultatov smo uporabili Shapiro Wilkov test. Na
podlagi rezultatov smo =za primerjavo podatkov uporabili parametricne oziroma

neparametricne teste.

Primerjali smo vrednosti hematoloskih preiskav, citokinov in proteinov akutne faze vnetja pred
zdravljenjem (vkljuéno z vrednostmi mack, ki niso bile zdravljene in so bile na voljo) z
vrednostmi kontrolne skupine. Prav tako smo s kontrolno skupino primerjali vrednosti teh
parametrov po zdravljenju. Pri parametrih, pri katerth smo imeli na voljo rezultate pred in po
zdravljenju za isto macko, smo opravili primerjave vrednosti pred in po zdravljenju za
ugotavljanje u¢inka zdravljenja. Poleg tega smo primerjali tudi vrednosti pred in po zdravljenju
med mackami z mokro in suho obliko FIP-a, tistimi z in brez nevroloSkih znakov ter tistimi z

in brez o¢esnih znakov.

Vrednosti biokemijskih preiskav pred in po zdravljenju smo primerjali le pri izbranih
parametrih, pri katerih smo imeli na voljo rezultate pred in po zdravljenju za isto macko, za

ugotavljanje ucinka zdravljenja.

Za ugotavljanje statisticno znacilnih razlik v izmerjenih parametrih med mackami s FIP-om in
kontrolno skupino pred in po zdravljenju, med mackami z mokro in suho obliko FIP-a, med
mackami z in brez oCesnih znakov ter med mackami z in brez nevroloskih znakov smo v

primeru normalne porazdelitve podatkov uporabili neodvisni t-test, v primeru nenormalne
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porazdelitve pa Mann-Whitneyev U test. Slednjega smo uporabili tudi za ugotavljanje
statisticno pomembne razlike v telesni masi med mladimi in odraslimi mackami. Za macke s
FIP-om smo za primerjavo parametrov pred in po zdravljenju uporabili parni t-test za normalno
porazdeljene podatke in Wilcoxon test predznaCenih rangov za nenormalno porazdeljene

podatke. Razlike smo ovrednotili kot statisticno pomembne pri vrednosti p < 0,05.

Povezave med merjenimi parametri smo dolocali z neparametricnim Spearmanovim

koeficientom korelacije in jih ovrednotili kot statisticno znacilne pri vrednosti p < 0,05.

V nadaljevanju so rezultati posameznih parametrov predstavljeni kot povprecje in standardni
odklon v primeru normalne porazdelitve podatkov oziroma kot mediana vrednost in
interkvartilni razmik (IQR, angl. Interquartile range; interval od 25. do 75. percentila) v

primeru nenormalne porazdelitve.



M. Strlji¢, L. Triar: Spremljanje vnetnega odgovora pri mackah z macjim infekcijskim peritonitisom. 41

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Raziskovalna naloga.

4 REZULTATI
4.1 OPISNI PODATKI MACK

V raziskavo smo vkljucili vzorce 35 lastniSkih mack, od tega je bilo 14 samic in 21 samcev, s
povprecno starostjo 11 mesecev (IQR: 10,0-23,8 mesecev). Pri 23 (65,7 %) mackah smo
potrdili mokro obliko, pri 12 (34,2 %) mackah pa suho obliko FIP-a.

Med njimi so bili predstavniki razliénih pasem, in sicer: domaca kratkodlaka/dolgodlaka macka
(n = 16; 45,7 %), britanska kratkodlaka/dolgodlaka macka (n = 11; 31,4 %), maine coon (n =
4; 11,4 %), ragdoll (n = 1; 2,9 %), bengalska macka (n = 1; 2,9 %), sibirska macka (n=1; 2,9
%) in perzijska macka (n = 1; 2,9 %).

V kontrolno skupino smo vkljucili 28 zdravih mack, od tega 10 samic in 18 samcev, s
povpreéno starostjo 16,5 mesecev (IQR: 10,0-23,8 mesecev). Ceprav bile macke v kontrolni

skupini 5,5 mesecev starejse, starostna razlika ni bila znacilna (p = 0,065).

8/35 (22,8 %) mack je imelo nevroloske znake, ki so se najveckrat kazali kot napadi, ataksija
in inkontinenca. 10/35 (28,5 %) mack je imelo ocesne znake, kot so anteriorni uveitis,

blefarospazem, fotofobija, konjunktivitis, mioza, pozitivni flare in nizek oCesni tlak.

32/35 mack je bilo zdravljenih z zdravilom GS-441524. 29/32 zdravljenih mack smo Steli za
ozdravljene po zakljucku enega ciklusa zdravljenja, saj v ¢asu 12 tednov dobe opazovanja po
zakljucku ni prislo do ponovitve bolezni. En macek je zaradi napredovale bolezni in posledi¢no
kriti¢nega klini¢nega stanja po treh dneh zdravljenja poginil. Pri 2/32 mack je prislo do recidiva,
in sicer pri prvem 90, pri drugem pa 30 dni po zakljucku terapije. Oba macka sta bila ponovno
zdravljena z vi§jim odmerkom istega zdravila najmanj 12 tednov; v Casu 12 tednov dobe
opazovanja po zakljucku drugega ciklusa zdravljenja ni prislo do ponovnega recidiva. Njune

rezultate smo uporabili dvakrat neodvisno v statisti¢ni analizi.

Pri vseh 29 ozdravljenih mackah smo imeli na voljo podatke o njihovi telesni masi pred in po
zdravljenju. Telesna masa pred zdravljenjem je bila znacilno niZja v primerjavi s starostno
primerljivo kontrolno skupino (p = 0,010). Po zdravljenju se je znacCilno povisala (Tabela 1) in

je bila primerljiva s telesno maso kontrolne skupine mack (p = 0,192). Primerjali smo tudi dvig
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telesne mase lo¢eno v dveh skupinah, in sicer pri mackah, mlajSih in starejSih od enega leta

starosti. Dvig telesne mase je bil statisti¢no znacilen in neodvisen od starosti mack.

Tabela 1: Telesna masa pri zdravljenih mackah pred in po zdravljenju FIP-a in kontrolni skupini mack

Table 1: Weight in treated and control cats before and after treatment of FIP

Telesna masa (kg) Telesna masa pred zdravljenjem (kg) | Telesna masa po zdravljenju (kg) | p
Mediana; IQR Mediana; IQR

Vse macke s FIP-om; 2,85;2,38-4,00 4,50, 3,80-5,03 <0,001

n=29

Macke s FIP-om < 1 leto; | 2,55; 1,83-3,05 4,18; 3,19-4,65 < 0,001

n=16

Macke s FIP-om > 1 leto; | 3,50; 3,01-4,35 4,55; 4,00-5,38 0,001

n=13

Kontrolna skupina; 3,90; 3,53-4,62*

n=22

* statisticno znacilna razlika v telesni masi kontrolne skupine mack (p = 0,010) v primerjavi s skupino vseh mack
s FIP-om pred zdravljenjem; p < 0,05 (krepko), statisticno znacilna razlika pred in po zdravljenju; IQR,

interkvartilni razmik (interval od 25. do 75. percentila); n = Stevilo vzorcev, vkljuCenih v statisticno analizo

* significant difference of weight in control group cats (p = 0,010) compared to the group of all FIP cats before
treatment; p < 0,05 (bold), significant difference before vs after treatment; IQR, 25" — 75" percentile; n = number

of data included in the statistical analysis

42 HEMATOLOSKI PARAMETRI IN HEMATOLOSKI MARKERJI VNETJA

Rezultati osnovnih hematoloSkih parametrov in hematoloskih markerjev vnetja pri skupini
mack pred in po zdravljenju in kontrolni skupini mack so prikazani v Tabeli 2. Osnovne
hematoloske preiskave so pri vecini mack s FIP-om pokazale za bolezen znacilno levkocitozo
z nevtrofilijo, limfopenijo ter blago anemijo. Vrednosti hematoloSkih parametrov, z izjemo
koncentracije monocitov in trombocitov, se statisticno znacilno razlikujejo med zdravimi
mackami in mackami s FIP-om. Po zaklju¢enem zdravljenju so bile vrednosti primerljive s
kontrolno skupino, z izjemo koncentracije trombocitov, ki je ostala znacilno visja. Ko smo

primerjali hematoloSke markerje vnetja, smo ugotovili, da so imele Zivali s FIP-om znacilno
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vi§je vrednosti NLR, SII, TLR ter znacilno nizjo vrednost LMR v primerjavi s kontrolno
skupino. Po zdravljenju razlike v vrednostih NLR, SII in TLR niso bile ve¢ statisticno znacilne

v primerjavi s kontrolno skupino.

Tabela 2: Hematoloski parametri in hematoloski markerji vnetja pri skupini mack pred in po zdravljenju FIP-a in

kontrolni skupini mack

Table 2: Hematological and hemogram-derived inflammatory markers in healthy cats and FIP cats before and after

treatment
Parameter Zdrave macke Macke s FIP-om
Pred zdravljenjem P Po zdravljenju P

LEVKO n=28 n=236 0,006 n=230 0,225
(x 10°/L) 8,80; 7,65-12,68 14,57; 9,07-20,76 10,60; 8,93-12,10
ERI° n=28 n=236 < 0,001 n=230 0,065
(x 10"2/L) 9,38 +1,56 7,15+£1,90 9,94+ 1,16
HT® n=28 n=235 < 0,001 n=230 0,131
(L/L) 0,413 £0,059 0,279 + 0,067 0,394 + 0,051
HGB® n=28 n=236 < 0,001 n=230 0,362
(g/L) 127,6 £ 16,1 91,9+223 1312+ 14,0
NEVTRO n=28 n=236 < 0,001 n=230 0,560
(x 10°/L) 4,58;2,74-7,23 12,03; 8,26-18,17 4,83; 4,17-6,05
LIMFO n=28 n=36 <0,001 n=30 0,102
(x 10°/L) 3,24; 2,68-4,26 1,55;1,05-2,74 3,98;2,91-6,09
MONO n=28 n=236 0,839 n=230 0,072
(x 10°/L) 0,290; 0,190-0,608 | 0,390; 0,150-0,680 0,210; 0,130-0,308
TROMBO n=28 n=27 0,613 n=29 0,002
(x 10°/L) 263;221-333 258; 168-346 407; 287-435
NLR n=28 n=236 < 0,001 n=230 0,234

1,47;0,82-2,45 7,43; 3,95-11,13 1,16; 0,78-1,58
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LMR n=28 n=34 0,014 n=29 0,001
10,50; 6,41-15,95 | 6,01; 1,71-12,70 18,50; 14,09-26,93

TLR n=28 n=27 0,007 n=29 0,737
74.,9; 57,8-128,6 156,3; 94,2-238,5 88,0; 62,1-126,9

SII (x 10%L) n=28 n=27 <0,001 n=29 0,503
444.5;185,4-652,4 | 2265,7; 869,3-3158,4 431,5;264,2-722,6

a primerjava kontrolne skupine ma¢k in mack s FIP-om pred zdravljenjem, zna¢ilna razlika, p < 0,05 (krepko); °
primerjava kontrolne skupine mack in mack s FIP-om po zdravljenju, znacilna razlika, p < 0,05 (krepko); ©
vrednosti podane kot povprecje + standardni odklon, ostale vrednosti so podane kot mediana (srednja vrednost) in
IQR, interkvartilni razmik (interval od 25. do 75. percentila); LEVKO, koncentracija levkocitov; ERI,
koncentracija eritrocitov, HGB, koncentracija hemoglobina; HT, hematokrit; NEVTRO, koncentracija
nevtrofilnih granulocitov; LIMFO, koncentracija limfocitov; MONO, koncentracija monocitov; TROMBO,
koncentracija trombocitov; NLR, razmerje med koncentracijo nevtrofilnih granulocitov in limfocitov; LMR,
razmerje med koncentracijo limfocitov in monocitov; TLR, razmerje med koncentracijo trombocitov in limfocitov;

SII, sistemski imunsko-vnetni indeks; n = Stevilo vzorcev, vklju€enih v statisticno analizo

2 control vs FIP before treatment, significant difference, p < 0,05 (bold); ° control vs FIP after treatment, significant
difference, p < 0,05 (bold); ¢ values reported as mean + standard deviation, other parameters are reported as median
and IQR (25" to 75" percentile); WBC, white blood cell count; RBC, red blood cell count; HGB, hemoglobin
concentration; HCT, hematocrit; NEUT, neutrophil concentration; LYMPH, lymphocyte concentration; MONO,
monocyte concentration; PLT, platelet concentration; NLR, neutrophil-to-lymphocyte ratio; LMR, lymphocyte-
to-monocyte ratio; PLR, platelet-to-lymphocyte ratio; SII, systemic immune-inflammatory index; n = number of

data included in the statistical analysis

Pri primerjavi izbranih hematoloskih parametrov pred in po zdravljenju smo po zdravljenju
ugotovili znacilen dvig koncentracije eritrocitov, hemoglobina, limfocitov in hematokrita ter
padec koncentracije nevtrofilnih granulocitov. Spremembe v vseh navedenih parametrih so bile
statisticno znacCilne. Analiza bele krvne slike je pokazala manj izrazit, vendar Se vedno
statisti¢no znacilen padec koncentracije levkocitov (p = 0,047). Prav tako je zdravljenje imelo
velik u¢inek na hematoloSke markerje vnetja s statisticno znacilnimi razlikami med vrednostmi

pred in po zdravljenju (Tabela 3).
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Tabela 3: Hematoloski parametri in hematoloski markerji vnetja pred in po zdravljenju FIP-a

Table 3: Hematological parameters and hemogram-derived inflammatory markers before and after treatment of

FIP

Hematoloski parametri Referencne vrednosti® Pred zdravljenjem Po zdravljenju P
LEVKO (x10%L); n= 30 6,3-19,6 11,50; 8,43-18,60 10,60; 8,93-12,10 0,047
ERI° (x10'%/L); n =30 6,0-10,1 7,11 £ 1,57 9,94+ 1,16 < 0,001
HT¢(L/L); n=29 0,28-0,47 0,276 £ 0,059 0,394 + 0,051 < 0,001
HGB° (g/L); n =30 81-142 91,1 +20,4 131,2+£ 14,0 < 0,001
NEVTRO (x 10°%L); n=30 | 3,0-13,4 10,94; 5,81-17,17 4,83; 4,17-6,05 < 0,001
LIMFO (x 10%/L); n= 30 2,0-7,2 1,48; 1,01-2,48 3,98;2,91-6,09 < 0,001
MONO (x 10°L); n= 30 0-1,0 0,390; 0,143-0,643 0,210; 0,130-0,308 0,016
TROMBO (x 10°/L); n=23 | 156,4-626,4 248; 163-346 400; 283-432 0,006
NLR; n=30 n.o. 7,43; 4,03-10,28 1,16; 0,78-1,58 < 0,001
LMR; n=27 n.o. 6,33; 1,75-12,25 18,50; 14,19-26,35 < 0,001
TLR; n=23 n.o. 144,2; 92,1-246,3 91,7; 67,4-120,5 0,013
SIT (x 10%L); n =23 n.o. 2160,4; 869,3-3158,4 | 431,5; 247,5-749,0 < 0,001

?]astne referencne vrednosti Diagnosticnega laboratorija Klinike za male Zivali Veterinarske fakultete v Ljubljani;
b primerjava hematoloskih parametrov in hematoloskih markerjev vnetja pred in po zdravljenju FIP-a, znacilna
razlika, p < 0,05 (krepko); ¢ vrednosti podane kot povprecje + standardni odklon, ostale vrednosti so podane kot
mediana (srednja vrednost) in IQR, interkvartilni razmik (interval od 25. do 75. percentila); LEVKO, koncentracija
levkocitov; ERI, koncentracija eritrocitov, HGB, koncentracija hemoglobina; HT, hematokrit; NEVTRO,
koncentracija nevtrofilnih granulocitov; LIMFO, koncentracija limfocitov; MONO, koncentracija monocitov;
TROMBO, koncentracija trombocitov; NLR, razmerje med koncentracijo nevtrofilnih granulocitov in limfocitov;
LMR, razmerje med koncentracijo limfocitov in monocitov; TLR, razmerje med koncentracijo trombocitov in
limfocitov; SII, sistemski imunsko-vnetni indeks; n = Stevilo vzorcev, vkljucenih v statisti¢no analizo; n. 0. = ne

obstaja
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2reference values of the Diagnostic laboratory at Small Animal Clinic, Veterinary Faculty, University of Ljubljana;
b hematological parameters and hemogram-derived inflammatory markers before vs after treatment of FIP,
significant difference, p < 0,05 (bold), ¢ values reported as mean + standard deviation, other parameters are reported
as median and IQR (25" to 75" percentile); WBC, white blood cell count; RBC, red blood cell count; HGB,
hemoglobin concentraton; HCT, hematocrit; NEUT, neutrophil concentration; LYMPH, Iymphocyte
concentration; MONO, monocyte concentration; PLT, platelet concentration; NLR, neutrophil-to-lymphocyte
ratio, LMR, lymphocyte-to-monocyte ratio; PLR, platelet-to-lymphocyte ratio; SII, systemic immune-

inflammatory index; n = number of data included in the statistical analysis; n.o. = not available

HematoloSke parametre in hematoloske markerje vnetja smo primerjali tudi med mokro in suho
obliko FIP-a pred in po zdravljenju (Tabela 4). Statisticna analiza je pokazala, da sta bili
vrednosti NLR in SII pred terapijo znacilno vi§ji pri mokri obliki v primerjavi s suho obliko
FIP-a. Ugotovili smo tudi bistveno nizjo, vendar neznacilno (p = 0,052) koncentracijo
limfocitov pri mokri obliki FIP-a. Po zakljucku zdravljenja nismo ugotovili statisticno znacilnih
razlik hematoloSkih parametrov in hematoloskih markerjev vnetja med mokro in suho obliko

FIP-a.

Tabela 4: Hematoloski parametri in hematoloski markerji vnetja pri mackah s suho in mac¢kah z mokro obliko FIP-
a pred in po zdravljenju

Table 4: Hematological and hemogram-derived inflammatory markers in cats with wet and cats with dry form of

FIP before and after treatment

Parameter Pred zdravljenjem p* Po zdravljenju PP
Mokra oblika Suha oblika Mokra oblika Suha oblika

LEVKO n=24 n=12 0,893 | n=19 n=11 0,081

(x10°/L) 14,82; 9,07-20,73 12,71; 7,87-23,06 9,50; 7,50-12,10 11,81; 10,0-13,70

ERI® n=24 n=12 0,298 | n=19 n=11 0,683

(x10'%/L) 7,45+ 1,95 6,57+ 1,73 9,92+ 1,24 9,96 + 1,05

HT® n=24 n=11 0,522 | n=19 n=11 0,189

(L/L) 0,288 + 0,073 0,258 £ 0,048 0,384 £ 0,050 0,410 + 0,049

HGB¢ n=24 n=12 0,470 | n=19 n=11 0,464

(g/L) 95,2+£24,0 853+ 17,4 130,4 £ 16,6 132,5+ 8,4

NEVTRO | n=24 n=12 0,880 | n=19 n=11 0,107

(x 10°/L) 13,16; 6,26-16,57 10,27; 5,86-19,23 4,60; 4,09-5,40 5,79; 4,20-7,40
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LIMFO n=24 n=12 0,052 | n=19 n=11 0,505
(x 10°/L) 1,23;1,02-2,20 2,40; 1,31-4,69 3,35;2,91-4,80 5,02; 2,90-7,0
MONO n=24 n=12 0,275 | n=19 n=11 0,389
(x 10°/L) 0,300; 0,120-0,678 | 0,510; 0,188-0,703 0,200; 0,140-0,250 | 0,270; 0,100-0,350
TROMBO | n=18 n=9 0,758 | n=18 n=11 0,271
(x 10°/L) 261; 205-357 220; 165-391 404; 261-431 417; 343-496
NLR n=24 n=12 0,044 | n=19 n=11 0,796
8,90; 4,63-14,55 4,98; 2,37-8,39 1,16; 0,92-1,53 1,16; 0,65-2,55
LMR n=22 n=12 0,829 | n=18 n=11 0,559
4,97; 1,56-12,70 6,0; 2,01-12,70 17,55; 13,46-26,68 | 19,58;15,81-27,50
TLR n=18 n=9 0,064 | n=18 n=11 0,893
177,0; 120,4-243,8 | 117,8; 49,3-201,3 91,0; 68,2-123,7 87,6; 55,1-138,1
SIT n=18 n=9 0,045 | n=18 n=11 0,621
(x 10°/L) 2719,4; 1056,5; 701,5-1804,9 431,5;282,5-636,5 | 508,1;247,5-869,7
1190,0-3971,5

# primerjava hematoloskih parametrov in hematoloskih markerjev vnetja pri mackah z mokro in suho obliko FIP-
a pred zdravljenjem, znacilna razlika, p < 0,05 (krepko); ° primerjava hematoloskih parametrov in hematologkih
markerjev vnetja pri mackah z mokro in suho obliko FIP-a po zdravljenju, znacilna razlika, p < 0,05 (krepko); ©
vrednosti podane kot povprecje + standardni odklon, ostale vrednosti so podane kot mediana (srednja vrednost) in
IQR, interkvartilni razmik (interval od 25. do 75. percentila); LEVKO, koncentracija levkocitov; ERI,
koncentracija eritrocitov, HGB, koncentracija hemoglobina; HT, hematokrit; NEVTRO, koncentracija
nevtrofilnih granulocitov; LIMFO, koncentracija limfocitov; MONO, koncentracija monocitov; TROMBO,
koncentracija trombocitov; NLR, razmerje med koncentracijo nevtrofilnih granulocitov in limfocitov; LMR,
razmerje med koncentracijo limfocitov in monocitov; TLR, razmerje med koncentracijo trombocitov in limfocitov;

SII, sistemski imunsko-vnetni indeks; n = Stevilo vzorcev, vklju€enih v statisticno analizo

* hematological parameters and hemogram-derived inflammatory markers in cats with wet vs dry form of FIP
before treatment, significant difference, p < 0,05 (bold); ® hematological parameters and hemogram-derived
inflammatory markers in cats with wet vs dry form of FIP after treatment, significant difference, p < 0,05 (bold);
values reported as mean * standard deviation, other parameters are reported as median and IQR (25" to 75"
percentile); WBC, white blood cell count; RBC, red blood cell count; HGB, hemoglobin concentraton; HCT,
hematocrit; NEUT, neutrophil concentration; LYMPH, lymphocyte concentration, MONO, monocyte

concentration; PLT, platelet concentration; NLR, neutrophil-to-lymphocyte ratio; LMR, lymphocyte-to-monocyte
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ratio; PLR, platelet-to-lymphocyte ratio; SII, systemic immune-inflammatory index; n = number of data included

in the statistical analysis

Primerjava hematoloskih parametrov in hematoloskih markerjev vnetja med mackami glede na
prisotnost ocesnih znakov (Tabela 5) je pokazala znacCilno vis§jo koncentracijo limfocitov po
terapiji pri mackah z o¢esnimi znaki. Poleg tega smo ugotovili, da sta vrednosti SII in TLR po
terapiji znacilno vi§ji pri mackah z o€esnimi znaki.

Tabela 5: Hematoloski parametri in hematoloski markerji vnetja pri mackah z in brez ocesnih znakov pred in po
zdravljenju FIP-a

Table 5: Hematological and hemogram-derived inflammatory markers in cats with and without ocular clinical

signs before and after treatment of FIP

Parameter Pred zdravljenjem p* Po zdravljenju PP

Ocesni znaki Brez ocesnih Ocesni znaki Brez ocesnih

znakov znakov

LEVKO n=10 n=26 0,417 | n=9 n=21 0,402
(x10%/L) 12,04; 8,61-16,27 14,82;9,18-22,22 10,0; 8,75-11,61 10,70; 8,85-13,93
ERI® n=10 n=26 0,133 | n=9 n=21 0,751
(x10'%L) | 6,28 1,75 7,49 +1,88 9,90 + 1,07 9,95+1,22
HT® n=10 n=25 0,047 | n=9 n=21 0,541
(L/L) 0,245 £ 0,044 0,292 + 0,070 0,384 + 0,035 0,398 £ 0,056
HGB* n=10 n=26 0,396 | n=9 n=21 0,634
(g/L) 85,0+21,7 94,5+223 129,3+£9,1 132,0+ 15,8
NEVTRO | n=10 n=26 0,491 | n=9 n=21 0,182
(x 10°/L) 10,27; 6,91-14,87 13,35; 5,81-19,45 5,79, 4,31-7,10 4,60; 4,15-5,60
LIMFO n=10 n=26 0,621 | n=9 n=21 0,005
(x 10°/L) 1,73; 1,08-3,26 1,55; 1,03-2,89 2,90; 1,83-4,0 4,33; 3,13-7,10
MONO n=10 n=26 0,548 | n=9 n=21 0,982
(x 10°/L) 0,510; 0,150-0,70 0,385;0,118-0,698 0,250;0,120-0,325 | 0,210; 0,145-0,305
TROMBO | n=7 n=20 0,956 | n=8 n=21 0,591
(x 10°/L) 234; 168-389 261; 177-346 417, 278-482 400; 287-432
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NLR n=10 n=26 0,306 | n=9 n=21 0,052
5,97, 3,50-8,48 8,43;3,91-12,86 1,75; 0,88-3,56 1,02; 0,77-1,50
LMR n=10 n=24 0,940 | n=9 n=20 0,509
5,30; 1,81-14,12 6,47; 1,62-11,86 18,43; 6,87-31,10 | 19,04; 14,19-25,76
TLR n="7 n=20 0,868 | n=8 n=21 0,022
156,3; 117,8-210,8 158,1; 92,6-244,4 128,2; 87,7-197,5 | 84,8; 53,0-108,2
SIT n="7 n=20 0,268 | n=8 n=21 0,010
(x 10°/L) 1293,2; 948,5-2351,3 | 2554,5; 834,6; 412.,9; 249,3-584,8
650,7-3827,6 483,3-1279,7

2 primerjava hematoloskih parametrov in hematoloskih markerjev vnetja pri mackah z in brez o¢esnih znakov pred
zdravljenjem FIP-a, zna&ilna razlika, p < 0,05 (krepko); ° primerjava hematoloskih parametrov in hematologkih
markerjev vnetja pri mackah z in brez ocesnih znakov po zdravljenju FIP-a, znacilna razlika, p < 0,05 (krepko); ¢
vrednosti podane kot povprecje + standardni odklon, ostale vrednosti so podane kot mediana (srednja vrednost) in
IQR, interkvartilni razmik (interval od 25. do 75. percentila); LEVKO, koncentracija levkocitov; ERI,
koncentracija eritrocitov, HGB, koncentracija hemoglobina; HT, hematokrit; NEVTRO, koncentracija
nevtrofilnih granulocitov; LIMFO, koncentracija limfocitov; MONO, koncentracija monocitov; TROMBO,
koncentracija trombocitov; NLR, razmerje med koncentracijo nevtrofilnih granulocitov in limfocitov; LMR,
razmerje med koncentracijo limfocitov in monocitov; TLR, razmerje med koncentracijo trombocitov in limfocitov;

SII, sistemski imunsko-vnetni indeks; n = Stevilo vzorcev, vklju€enih v statisticno analizo

2 hematological and hemogram-derived inflammatory markers in cats with vs without ocular clinical signs before
treatment of FIP, significant difference, p < 0,05 (bold); ® hematological and hemogram-derived inflammatory
markers in cats with vs without ocular clinical signs after treatment of FIP, significant difference, p < 0,05 (bold),
¢ values reported as mean * standard deviation, other parameters are reported as median and IQR (25" to 75
percentile); WBC, white blood cell count; RBC, red blood cell count; HGB, hemoglobin concentraton; HCT,
hematocrit; NEUT, neutrophil concentration; LYMPH, lymphocyte concentration, MONO, monocyte
concentration; PLT, platelet concentration; NLR, neutrophil-to-lymphocyte ratio; LMR, lymphocyte-to-monocyte
ratio; PLR, platelet-to-lymphocyte ratio; SII, systemic immune-inflammatory index; n = number of data included

in the statistical analysis

Pri primerjavi hematoloSkih parametrov in hematoloskih markerjev vnetja med mackami glede

na prisotnost nevroloskih znakov (Tabela 6) nismo ugotovili statisticno znacilnih razlik.
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Tabela 6: Hematoloski parametri in hematoloski markerji vnetja pri mackah z in brez nevroloskih znakov pred in

po zdravljenju FIP-a

Table 6: Hematological and hemogram-derived inflammatory markers in cats with and without neurological

clinical signs before and after treatment of FIP

Parameter | Pred zdravljenjem P Po zdravljenju P
Nevroloski znaki Brez nevroloskih Nevroloski znaki Brez nevroloskih
znakov znakov
LEVKO n=7 n=29 0,826 | n=6 n=24 0,500
(x10°/L) 15,39; 9,60-18,67 14,47, 8,93-21,79 9,75; 9,14-11,20 10,90; 8,78-13,30
ERI® n=7 n=29 0,101 | n=6 n=24 0,697
(x10'%/L) 5,94 +2,07 7,45+ 1,77 9,77 £ 0,77 9,98 £1,25
HT® n=7 n=28 0,108 | n=6 n=24 0,678
(L/L) 0,239 £ 0,054 0,289 + 0,067 0,387 £ 0,035 0,396 + 0,054
HGB® n=7 n=29 0,089 | n=6 n=24 0,451
(g/L) 77,4+19,4 95,3+21,8 133,2+38,0 130,7 £ 15,2
NEVTRO | n=7 n=29 0,689 | n=6 n=24 0,775
(x 10%L) 13,80; 7,60-18,67 10,98; 5,76-17,84 4,92; 3,22-6,81 4,83; 4,22-6,55
LIMFO n=7 n=29 0,348 | n=6 n=24 0,325
(x 10%L) 1,90; 1,29-4,94 1,35;1,03-2,73 3,35; 1,63-5,52 4,25;2,92-6,36
MONO n=7 n=29 0,779 | n=6 n=24 0,392
(x 10%L) 0,300; 0,150-0,650 | 0,390; 0,135-0,705 0,195; 0,090-0,283 | 0,215;0,153-0,323
TROMBO | n=5 n=22 0,289 | n=6 n=23 0,282
(x 10°L) 457; 165-466 253; 199-325 425; 343-572 400; 283431
NLR n=7 n=29 0,536 | n=6 n=24 0,407
7,26; 2,28-9,47 7,60; 3,99-11,90 1,50; 0,56-4,29 1,12;0,82-1,53
LMR n=7 n=27 0,456 | n=6 n=23 0,872
6,33; 1,98-17,60 491;1,57-10,67 18,91; 12,97-38,13 | 18,43; 13,98-26,35
TLR n=>5 n=22 0,454 | n=6 n=23 0,162
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246,3; 90,7-288,3 150,2; 93,7-216,8 127.,4; 76,1-245,9 87,6; 56,8—118,3
SII n=35 n=22 0,708 | n=6 n=23 0,389
(x 10°/L) 1344,0; 2308,5; 668.3; 431.5;
1002,5-3863,8 763,4-2949,9 231,1-1850,1 266,3 — 648,4

2 primerjava hematolo$kih parametrov in hematoloskih markerjev vnetja pri mackah z in brez nevroloskih znakov
pred zdravljenjem FIP-a, znaCilna razlika, p < 0,05 (krepko); ® primerjava hematoloskih parametrov in
hematoloskih markerjev vnetja pri mackah z in brez nevroloskih znakov po zdravljenju FIP-a, znacilna razlika, p
< 0,05 (krepko); ¢ vrednosti podane kot povprecje + standardni odklon, ostale vrednosti so podane kot mediana
(srednja vrednost) in IQR, interkvartilni razmik (interval od 25. do 75. percentila); LEVKO, koncentracija
levkocitov; ERI, koncentracija eritrocitov, HGB, koncentracija hemoglobina; HT, hematokrit; NEVTRO,
koncentracija nevtrofilnih granulocitov; LIMFO, koncentracija limfocitov; MONO, koncentracija monocitov;
TROMBO, koncentracija trombocitov; NLR, razmerje med koncentracijo nevtrofilnih granulocitov in limfocitov;
LMR, razmerje med koncentracijo limfocitov in monocitov; TLR, razmerje med koncentracijo trombocitov in

limfocitov; SII, sistemski imunsko-vnetni indeks; n = Stevilo vzorcev, vklju€enih v statisti¢no analizo

* hematological and hemogram-derived inflammatory markers in cats with vs without neurological clinical signs
before treatment of FIP, significant difference, p < 0,05 (bold); ® hematological and hemogram-derived
inflammatory markers in cats with vs without neurological clinical signs after treatment of FIP, significant
difference, p < 0,05 (bold); ¢ values reported as mean =+ standard deviation, other parameters are reported as median
and IQR (25" to 75" percentile); WBC, white blood cell count; RBC, red blood cell count; HGB, hemoglobin
concentraton; HCT, hematocrit; NEUT, neutrophil concentration; LYMPH, lymphocyte concentration; MONO,
monocyte concentration; PLT, platelet concentration; NLR, neutrophil-to-lymphocyte ratio; LMR, lymphocyte-
to-monocyte ratio; PLR, platelet-to-lymphocyte ratio; SII, systemic immune-inflammatory index; n = number of

data included in the statistical analysis
4.3 BIOKEMIJSKI PARAMETRI

V okviru diagnostike bolezni smo opravili biokemijske preiskave krvi pri mackah pred
zdravljenjem. Odstopanja, ki smo jih ugotovili, so bila hiperproteinemija s hiperglobulinemijo,
hipoalbuminemija, zniZano razmerje A/G in hiperbilirubinemija (Tabela 7). Biokemijski
parametri po zdravljenju niso bili na voljo za vse paciente, zato smo primerjavo parametrov
pred in po zdravljenju opravili na manjSem vzorcu mack. Vecina biokemijskih parametrov je
bila po zdravljenju znotraj meja referencnih vrednosti: opazili smo znacilno zniZanje
koncentracije celokupnih beljakovin in bilirubina ter znizanje absolutne in relativne
koncentracije globulinov. Vrednosti albuminov, razmerja A/G in aktivnosti ALT so se po

zdravljenju znacilno povisale. Pri mackah s FIP-om smo po terapiji ugotovili znacilno nizje
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vrednosti alfa-2 in gama globulinov v primerjavi s skupino mack pred zdravljenjem. Pri ostalih

frakcijah nismo opazili statisticno znacilnih razlik.
Tabela 7: Izbrani biokemijski parametri pred in po zdravljenju FIP-a ter njihove referencne vrednosti

Table 7: Selected biochemical parameters before and after treatment of FIP and their reference values

Biokemijski parametri Referencne vrednosti® Pred zdravljenjem Po zdravljenju P
CB®(g/L); n=29 59-87 84,0 £ 15,6 72,9+6,2 < 0,001
ALBP (g/L); n=29 31-47 23,6+6,3 36,7+3,6 < 0,001
ALB® (%); n=29 44,5-62,3 28,7+38,9 50,6 = 6,2 < 0,001
GLOB® (g/L); n=29 28,0-51,0 60,1 £16,2 36,3+7,0 < 0,001
GLOB" (%); n=29 n.o. 70,9 +9,6 49,4+6,4 < 0,001
A/G® n=29 >0,57 0,433 £0,224 1,058 + 0,265 < 0,001
Alfa-1 globulini (g/L); n=7 1,652 1,8; 1,6-2,1 2,3;2,0-2,5 0,176
Alfa-2 globulini (g/L); n="7 4,0-12,8 8,4;6,1-11,1 5,5;4,6-7,4 0,018
Beta-1 globulini (g/L); n="7 1,9-7,4 4,5;3,8-5,1 5.2;5,0-5,5 0,150
Beta-2 globulini (g/L); n=7 2,0-8,5 7,0; 5,8 8,1 6,1;5,0-6,7 0,128
Gama-globulini (g/L); n =7 3,6-16,9 32,9; 19,0 - 47,6 12,7, 12,3-19,4 0,028
ALT (U/L); n=28 27-110 39,0; 31,3-50,8 67,5; 50,0-80,0 < 0,001
Bilirubin (umol/L); n =25 0-6,8 8,00; 4,05-23,40 3,20; 2,60-3,80 < 0,001
LDH (U/L);n=9 21217 119,0; 80,5-152,5 110,0; 75,5-172,5 | 0,594

4 IDEXX laboratoriji; ® vrednosti, podane kot povpredje + standardni odklon, ostale vrednosti so podane kot
mediana (srednja vrednost) in IQR, interkvartilni razmik (interval od 25. do 75. percentila); p < 0,05 (krepko),
statisticno znacilna razlika pred in po zdravljenju; CB, koncentracija celokupnih beljakovin; ALB, albumini;
GLOB, globulini; A/G, razmerje med albumini in globulini; ALT, alanin-aminotransferaza; n = $tevilo vzorcev

vkljucenih v statisti¢no analizo; n.o. = ne obstaja

4IDEXX laboratories; ® values reported as mean + standard deviation, other parameters are reported as median and

IQR (25" to 75" percentile); p < 0,05 (bold), significant difference before vs after treatment; TP, total protein
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concentration; ALB, albumin; GLOB, globulins; A/G, albumin-to-globulin ratio; ALT, alanine aminotransferase;

n = number of data included in the statistical analysis; n.o. = not available

4.4 CITOKINI IN PROTEINI AKUTNE FAZE VNETJA
4.4.1 Tumorje nekrotizirajoci dejavnik-a

Koncentracija TNF-a (Slika 1A) se je po zdravljenju znacilno poviSala iz mediane
koncentracije 77,4 pg/mL (IQR: 46,5-103,5 pg/mL) na 114,2 pg/ml (IQR: 111,0-158,4 pg/mL)
(p = 0,028). Po zdravljenju so imele macke znacilno visje koncentracije TNF-a v primerjavi z

zdravimi mackami (99,0 pg/mL, IQR: 78,7-99,2 pg/mL; p = 0,042).
4.4.2 Interlevkin-18

Koncentracija IL-18 (Slika 1B) se je po zdravljenju rahlo zniZala iz mediane koncentracije 20,3
pg/mL (IQR: 13,9-26,3 pg/mL) na 19,7 pg/mL (IQR: 15,4-26,3 pg/mL). Pri primerjavi
serumskih koncentracij IL-18 nismo ugotovili znacilnih razlik pri mackah pred in po

zdravljenju ter med mackami s FIP-om in kontrolno skupino.
4.4.3 Interlevkin-6

Koncentracija IL-6 (Slika 1C) se je po terapiji znizala iz mediane koncentracije 61,1 pg/mL
(IQR: 36,6-286,0 pg/mL) na 53,4 pg/mL (IQR: 11,2-90,0 pg/mL), toda razlika ni bila znac¢ilna
(p = 0,128). Prav tako ni bilo statisticno znacilnih razlik v koncentraciji IL-6 pri mackah pred

in po zdravljenju ter med mackami s FIP-om in kontrolno skupino.



M. Strlji¢, L. Triar: Spremljanje vnetnega odgovora pri mackah z ma¢jim infekcijskim peritonitisom.

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Raziskovalna naloga.

200

180

160

140

120

100

TNF-a (pg/mL)

50,000

45,000

40,000

35,000

30,000

25,000

20,000

IL-18 (pg/mL)

15,000

10,000

5,000

,000

500

450

400

350

300

250

IL-6 (pg/mL)

200

150

100

p = 0.042 (po zdravljenju vs kontrolna skupina)

p =0.028 (pred vs po zdravljenju)

o

=

Pred zdravljenjem

Po zdravljenju Kontrolna skupina

Odvzem vzorca

Pred zdravljenjem

Po zdravljenju Kontrolna skupina

Odvzem vzorca

= =

Pred zdravljenjem

Po zdravljenju Kontrolna skupina

Odvzem vzorca

54

Slika 1: Koncentracije tumorje nekrotizirajoega dejavnika-alfa (TNF-a) (A), interlevkina-18 (IL-18) (B) in

interlevkina-6 (IL-6) (C) pred in po zdravljenju FIP-a ter pri kontrolni skupini zdravih mack

Figure 1: Tumour necrosis factor-alpha (TNF-a) (A), interleukin-18 (IL-18) (B) and interleukin-6 (IL-6) (C)

concentrations before and after FIP treatment and in the control group of healthy cats



M. Strlji¢, L. Triar: Spremljanje vnetnega odgovora pri mackah z macjim infekcijskim peritonitisom. 55

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Raziskovalna naloga.
4.4.4 Haptoglobin

Pri proteinih akutne faze vnetja smo opazili statisticno znacilne spremembe v koncentraciji
haptoglobina po zdravljenju (Slika 2A). Njegova koncentracija se je znacilno znizala (p =
0,018) iz 9,91 g/L (IQR: 6,41-10.53 g/L) na 4,77 g/L (IQR: 3,56-5,47). V primerjavi s
kontrolno skupino, je bila koncentracija haptoglobina znacilno visja tako pred (p = 0,004) kot
po zdravljenju (p = 0,042). Koncentracija po zdravljenju se je priblizala koncentraciji kontrolne
skupine (mediana: 3,21; IQR: 2,55-3,50 g/L), pri Cemer je bila vrednost p na meji statisticne
znacilnosti (p = 0,042).

4.4.5 Feritin

Koncentracija feritina pred in po zdravljenju (Slika 2B), 10,76 ng/mL (IQR: 8,05-12,30 ng/mL)
in 10,52 ng/mL (IQR: 10,00-12,83 ng/mL), je bila nizja v primerjavi s kontrolno skupino
(mediana: 12,39 ng/mL; IQR: 10,54—13,51 ng/mL), vendar spremembe niso dosegle statisticne

znacilnosti pri nobeni izmed primerjav.
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Slika 2: Koncentracije haptoglobina (A) in feritina (B) pred in po zdravljenju FIP-a ter pri kontrolni skupini zdravih

mack

Figure 2: Haptoglobin (A) and ferritin (B) concentration before and after FIP treatment and in the control group

of healthy cats

4.5 POVEZAVE PARAMETROV PRED IN PO TERAPIJI

Ugotavljali smo tudi povezave med koncentracijo citokinov in proteinov akutne faze vnetja ter
parametri diferencialne bele krvne slike in hematoloskimi markerji vnetja. V Tabeli 8 in Tabeli

9 so prikazane le znadilne povezave med parametri pred in po terapiji.

V skupini mack pred zdravljenjem smo ugotovili znacilno negativho povezavo med
hematokritom in koncentracijo haptoglobina ter hematokritom in koncentracijo feritina.
Negativna povezava med koncentracijo IL-1B in hematokritom je bila na meji statisticne

znacilnosti (p = 0,052). Pri TNF-a in IL-6 nismo ugotovili nobenih znadilnih povezav.
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Tabela 8: Znacilne (p < 0,05) povezave izmerjenih parametrov pri mackah s FIP-om pred zdravljenjem

Table 8: Significant (p < 0,05) correlations between measured parameters in cats with FIP before treatment

Macke pred zdravljenjem Hematokrit (L/L) IL-1B (pg/mL)
Haptoglobin (g/L) p =-0,695

p =0,038
Feritin (ng/mL) p=-0,778 p=0,841

p =0,023 p =0,036

p — Spearmanov koeficient; IL-1f — interlevkin—1

p — Speraman's coefficient; IL-1p — Interleukin—1

Po zdravljenju smo ugotovili znacilno pozitivno povezavo med hematokritom in koncentracijo
haptoglobina, znacilno negativno povezavo med koncentracijo trombocitov in haptoglobina,
znacilno pozitivno povezavo med koncentracijo monocitov in IL-1B, znacilno pozitivno
povezavo med vrednostjo NLR in koncentracijo TNF-a ter znacilno negativno povezavo med
vrednostjo LMR in koncentracijo TNF-a. Pri feritinu in IL-6 nismo ugotovili nobenih znacilnih

povezav.
Tabela 9: Znacilne (p < 0,05) povezave izmerjenih parametrov pri mackah s FIP-om po zdravljenju

Table 9: Significant (p < 0,05) correlations between measured parameters in cats with FIP after treatment

Macke po zdravljenju &e/rf)atokrit Trombociti Monociti NLR LMR
(x 10°/L) (x 10°/L)
Haptoglobin (g/L) p =0,857 p =-0,857
p=0,014 p=10,014
IL-1B (pg/mL) p=0,943
p = 0,005
TNF-a (pg/mL) p=0,821 p =-0,821
p =0,023 p =0,023
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r — Spearmanov koeficient; TNF-o — tumorje nekrotizirajoci dejavnik-alfa; IL-1 — interlevkin-1p; NLR, razmerje
med koncentracijo nevtrofilnimih granulocitov in limfocitov; LMR, razmerje med koncentracijo limfocitov in

monocitov

r — Spearman's coefficient; TNF-a — Tumor Necrosis Factor-alpha; IL-1(3 — Interleukin — 13; NLR, neutrophil-to-

lymphocyte ratio; LMR, lymphocyte-to-monocyte ratio
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5 RAZPRAVA

V okviru nase raziskave smo s klini¢no uspe$nim zdravljenjem mack s FIP-om z GS-441524
dosegli normalizacijo vecine hematoloskih in biokemijskih parametrov ter hematoloskih
markerjev vnetja, ki so v Casu diagnoze izstopali iz meja referenc¢nih vrednosti, ter ugotovili
pomembne spremembe v koncentraciji nekaterih citokinov in proteinov akutne faze vnetja po

klini¢ni remisiji bolezni.

FIP se pogosteje pojavlja pri pasemskih mackah (10, 16, 17, 18). Razli¢ne Studije opisujejo
predispozicije pri pasmah, kot so britanska, bengalska, birmanska, himalajska, abesinska,
ragdoll in rex pasme (10, 16, 18). Taylor in sod. (2023) so v raziskavi, v katero so vkljucili 306
mack s FIP-om, ugotovili, da je bilo kar 2/3 mack pasemskih. Tri najpogostejSe pasme v njihovi
raziskavi so bile britanska kratkodlaka macka (57/192; 29,7 %), ragdoll (32/192; 16,6 %) in
maine coon (15/192; 7,8 %). V nasi raziskavi so prav tako prevladovale pasemske macke (n =
19; 54,3 %), med katerimi je bilo najve¢ britanskih kratkodlakih in dolgodlakih mack ter mack
pasme maine coon. Za FIP je znacilno, da se pojavlja pri mladih mackah (4, 10, 14),
najpogosteje pri starosti od treh mesecev do dveh let (14), kar smo potrdili tudi v nasi raziskavi.

IzraCunana povprecna starost mack s FIP-om v nasi raziskavi je bila 11 mesecev.

Poleg starosti in pasme Stevilne Studije porocajo o vec¢jem tveganju za razvoj FIP-a pri samcih
(10, 61, 92). Spolno predispozicijo pripisujejo negativnemu ucinku androgenov na imunski
sistem. Poleg tega v raziskavi Hu in sod. porocajo o vecji prevalenci FIP-a pri intaktnih mackah
ne glede na spol (92). V nasi Studiji je bilo 21/35 (60 %) mack samcev, od tega je bilo zgolj
6/35 (17,1 %) mack intaktnih, vendar je na§ vzorec premajhen, da bi lahko na podlagi tega

delali zakljucke.

Specificna protivirusna terapija z GS-441524 se je izkazala kot uspesna pri zdravljenju mack s
FIP-om. Stevilne raziskave poro¢ajo o 80-94 % stopnji remisije, nekatere dosegajo celo 100 %
stopnjo uspesnosti (5, 6, 8, 18, 30, 31, 61, 82, 93). V najobseznejsi, trenutno objavljeni
raziskavi, v katero so vkljucili preko 300 mack, je do recidiva prislo pri priblizno 10 % mack
(18), kar se sklada z rezultati naSe raziskave, v kateri je do recidiva prislo pri 2/31(6,4 %)
prezivelih mack. Oba pacienta smo ponovno zdravili z GS-441524. Na ponovno zdravljenje sta
se uspesno odzvala in ostala asimptomatska do danes, to je priblizno leto in pol kasneje. Ena

od mack z recidivom je bila macka pasme ragdoll. Green in sod. (2023) v svoji raziskavi
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porocajo o slabem odzivu na zdravljenje pri mackah te pasme, in sicer opisujejo zapoznel odziv
na terapijo in ponovitev bolezni pri vseh treh mackah pasme ragdoll, pri cemer so 2/3 mack
zaradi slabe klini¢ne slike morali evtanazirati (61). Stevilo mack pasme ragdoll je v omenjeni
in nas$i Studiji premajhno za statisti¢no analizo, vendar pa nakazuje, da bi bilo v prihodnosti

smiselno raziskati potencialne pasemsko specificne odzive na terapijo.

Dvig v telesni masi zdravljenih mack je pogosto opisan izid pri uspesni terapiji FIP-a (76, 79).
To smo potrdili tudi v nasi raziskavi, pri ¢emer pridobitev telesne mase ni bila povezana z
morebitno akumulacijo teko€ine v telesnih votlinah, saj so pri vseh vklju¢enih mackah izlivi
1zzveneli znotraj prvega meseca zdravljenja. FIP obi¢ajno prizadene mlajse zivali, zato je bilo
pomembno dolociti, ali je dvig telesne mase posledica rasti. To smo ocenili tako, da smo macke
razdelili v dve podkategoriji glede na njihovo starost (macke, mlajSe od enega leta starosti, in
macke, starejSe od enega leta starosti), pri Cemer smo ugotovili, da je bilo povecanje telesne
mase znacilno v obeh starostnih skupinah. Redno tehtanje mack med zdravljenjem FIP-a je
potrebno zaradi prilagajanja odmerkov zdravil, hkrati pa predstavlja enostavno in neinvazivno

metodo za spremljanje uspesnosti terapije.

V nas$i raziskavi smo se osredotocili predvsem na ocenjevanje izbranih klini¢no-patoloskih
parametrov s poudarkom na vnetnih parametrih, pri ¢emer nas je zanimala povezava med
izbranimi krvnimi parametri in kliniénim odzivom. Rutinske laboratorijske preiskave so pri
bolnih mackah v Casu diagnoze pokazale Ze prej opisane tipi¢ne klini¢no-patoloske spremembe,
povezane s FIP-om (4, 8, 18, 23, 45, 61, 82). Odstopanja v krvni sliki, ki smo jih ugotovili pri
mackah s FIP-om, so levkocitoza z limfopenijo in nevtrofilijo ter anemija. Spremembe v krvni

sliki so posledica izrazitega sistemskega vnetnega odziva, znacilnega za FIP (25).

Zdravljenje je vplivalo na vecino hematoloskih in biokemijskih parametrov tako, da so bile
njihove vrednosti po terapiji znotraj referen¢nih obmocij oziroma se niso znacilno razlikovale
od vrednosti kontrolne skupine zdravih mack. Tudi druge Studije, ki so uporabljale razli¢ne
pristope k zdravljenju FIP-a, bodisi s parenteralno ali peroralno aplikacijo GS-441524 ali
remdesivirja, so priSle do podobnih opazanj (8, 18, 61, 76, 79, 82, 93). Vendar pa se je v
nasprotju z naso raziskavo vecina predhodnih Studij opirala le na opisno statistiko klini¢no-
patoloskih sprememb med zdravljenjem, brez uporabe statisticnih metod za primerjavo

izmerjenih parametrov ali pa so primerjali veliko manjsi nabor laboratorijskih parametrov.
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Pri mackah s FIP-om je anemija opisana kot eden od najpogostejsih laboratorijskih odstopan;.
Anemijo (vrednost hematokrita pod 0,28 L/L) smo zaznali pri 20/35 (57 %) mack s FIP-om.
Poleg tega smo potrdili, da se tipi¢no pojavlja blaga oblika anemije, saj je bila mediana vrednost
hematokrita 0,279 L/L, kar sovpada z rezultati drugih raziskav (18, 45). Mediana koncentracija
eritrocitov in hemoglobina je bila pri mackah s FIP-om znacilno niZja v primerjavi s kontrolno
skupino, vendar je ostala znotraj referencnih vrednosti Diagnosti¢nega laboratorija Klinike za
male Zivali Univerze v Ljubljani. Po terapiji so bile vrednosti hematokrita in koncentracije
eritrocitov in hemoglobina primerljive s kontrolno skupino. Ce predpostavljamo, da gre pri teh
pacientih za anemijo, povzroceno z vnetjem, je normalizacija hematokrita po uspeSnem

zdravljenju pri¢akovana.

Sprememba v koncentraciji trombocitov in monocitov pri mackah s FIP-om ni pogosto
hematolosko odstopanje (43, 45). Mediana koncentracija trombocitov je bila v nasi raziskavi
248 x 10°/L, kar je v skladu z rezultati Riemer in sod. (2016), ki so ugotovili mediano
koncentracijo trombocitov pri mackah s FIP-om 240 x 10°/L. Poleg tega so zaznali
trombocitopenijo pri 27,8 % mack (45). Do podobnih rezultatov so prisli tudi s Studijami pri
ljudeh, kjer so ugotovili, da se trombocitopenija pojavi pri 24,9-36,2 % ljudi s COVID-19 (94,
95) in je negativen prognosti¢ni dejavnik (94). V nasi raziskavi nismo ugotovili statisticno
znacilne razlike v koncentraciji trombocitov in monocitov med mackami s FIP-om in zdravimi
mackami. Kljub temu pa smo pokazali, da se koncentracija trombocitov med zdravljenjem
znacilno zviSa, koncentracija monocitov pa znacilno zniza. Do podobnih ugotovitev so prisli
Krentz in sod. (2022), ki so spremljali dinamiko laboratorijskih parametrov pri macku, ki je bil
zdravljen z GS-441524 (93). Na podlagi teh rezultatov bi bilo smiselno ta dva parametra v

prihodnje vkljuciti v raziskave prognosti¢nih dejavnikov za zdravljenje FIP-a.

Citokini, ki se sprostijo med vnetjem, stimulirajo os hipotalamus-hipofiza-nadledvi¢na Zleza,
kar ima za posledico spremembo v populaciji levkocitov. Limfopenija je pogosta najdba pri
mackah s FIP-om (45, 21) in je negativni prognosti¢ni dejavnik (21). Povecana apoptoza B in
T limfocitov je posledica poveCanega izrazanja TNF-o (47, 96). V naSi raziskavi smo
limfopenijo (vrednost limfocitov pod 2,0 x 10°/L) ugotovili pri 22/36 (61,1 %) mackah.
Limfopenija naj bi bila izrazitejSa pri mackah z mokro obliko zaradi perivaskularne migracije
limfocitov kot posledica vaskulitisa (45). V nasi raziskavi nismo ugotovili statisticno znacilne

razlike v koncentraciji limfocitov med mokro in suho obliko FIP-a, kar je v skladu z rezultati
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raziskave Sparkes in sod. (1991), vendar je treba omeniti, da se je razlika priblizala pragu
statisti¢ne znacilnosti (p = 0,052). Po terapiji se je koncentracija limfocitov znacilno povisala
in poenotila s skupino zdravih zivali. Limfocitoza po zdravljenju je bila predhodno ze opisana
(8, 77). Zwicklbauer in sod. (2023) so ugotovili blago do zmerno limfocitozo pri 77,7 %
ozdravljenth mack in predpostavljajo, da bi limfocitoza po terapiji lahko bila pozitiven
prognosti¢ni dejavnik za ozdravitev (8). V nasi Studiji smo ugotovili limfocitozo pri 50 %
ozdravljenih mack, od tega je imelo blago limfocitozo (4-7,9 x 10°/L; 8) 12/30 (40 %) mack,
zmerno limfocitozo (8—15 x 10°/L; 8) pa 3/30 (10 %) mack. Predpostavlja se, da bi limfocitoza
lahko bila posledica antigenske stimulacije ali vznemirjenja (31). Ceprav smo v nasi raziskavi
zaznali bistveno nizji odstotek mack z limfocitozo po zdravljenju, je bila velika ve€ina mack
(96 %) ozdravljenih in v dolgotrajni remisiji. Na podlagi tega lahko sklepamo, da limfocitoza
ni edini prognosti¢ni dejavnik in da imajo tudi macke, pri katerih ne pride do limfocitoze, lahko
odli¢no prognozo. Zanimiva ugotovitev nase raziskave je tudi ta, da je bil porast koncentracije
limfocitov pri mackah z o€esnimi znaki po terapiji manj izraZen, kar lahko kaze na slabSo
prognozo pri teh mackah. Tudi Taylor in sod. (2023) so ugotovili, da je do recidivov najveckrat

prislo pri mackah z ocesnimi znaki (21,7 %; 18).

HematoloSki markerji vnetja pri mackah s FIP-om do sedaj Se niso bili preucevani, zato smo v
nasi raziskavi Zeleli ugotoviti uporabnost parametrov pri diagnostiki bolezni in spremljanju
mack med terapijo. Vrednosti NLR, TLR, LMR in SII so preprosto dostopne in se zlahka
izracunajo iz koncentracije razli¢nih krvnih celic iz celotne krvne slike in diferencialne bele
krvne slike, ki jih rutinsko dolo¢amo pri pregledu Zivali. HematoloSki markerji vnetja so se ze
izkazali kot prognosti¢ni in/ali diagnostiéni parametri pri nekaterih neoplasti¢nih in vnetnih

boleznih pri mackah (50, 56, 57, 97).

Ugotovili smo, da imajo macke s FIP-om znacilno vi§je vrednosti NLR, TLR in SII ter nizje
vrednosti LMR v primerjavi z zdravimi mackami. Po terapiji so se vrednosti parametrov
uravnale s kontrolno skupino, z izjemo LMR, ki se je znacilno povisal, kar je verjetno posledica
izrazitega dviga koncentracije limfocitov. Izbrani parametri so se v nasi raziskavi z uspeSnim
zdravljenjem normalizirali oziroma poenotili s skupino zdravih zivali, kar kaZe na moZnost

uporabe teh parametrov pri diagnosticiranju bolezni in spremljanju poteka zdravljenja.

Pomembna ugotovitev v nasi raziskavi je bila tudi ta, da so imele macke z mokro obliko FIP-a

znacilno vi§je vrednosti NLR in SII v primerjavi z mackami s suho obliko, predvsem na racun
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niZje koncentracije limfocitov pri mokri obliki. Za suho obliko velja, da ima bolj kroni¢en potek
in tipiéno manj resno klini¢no prezentacijo, zato je koncentracija proteinov akutne faze vnetja
veCinoma nizja v primerjavi z mokro obliko (1, 30), kar se najverjetneje zrcali tudi v

hematoloskih markerjih vnetja.

Mediana vrednost NLR je bila pri zdravih mackah 1,47, kar je podobno ugotovitvam Gori in
sod. (2021), ki so pri 76 zdravih mackah ugotovili mediano vrednost NLR 1,9 (58). Donato in
sod. (2023) so ugotovili precej visje vrednosti hematoloskih markerjev vnetja pri zdravih
mackah. Neskladja med naSimi rezultati in rezultati Donata so lahko posledica razlik v velikosti
vzorca, starosti vklju¢enih mack, metodologije (analizatorja) ali, najverjetneje, razlicnih
diagnoz vkljucenih mack. V raziskavi so namre¢ kot kontrolno skupino mack brez vnetja
uporabili zivali brez sprememb v koncentraciji levkocitov, kar pa ne pomeni, da so bile to

popolnoma zdrave macke (59).

Opazili smo tudi, da so imele macke z o€esnimi znaki po terapiji znacilno visje vrednosti TLR
in SII. Mediana vrednost SII je bila po terapiji pri mackah z ofesnimi znaki 834,6 x 10°/L,
medtem ko je bila ta vrednost pri mackah brez ogesnih znakov 412,93 x 10%/L in se je tako
poenotila s skupino zdravih mack, pri katerih smo izra€unali mediano vrednost SII 444,5 x
10%/L. Ti rezultati nakazujejo, da je pri mackah z ofesnimi znaki po terapiji $e vedno prisotno
sistemsko vnetje, kar bi lahko bila posledica prenizkih odmerkov zdravila in posledi¢no
prenizke koncentracije uc¢inkovine v ocesni vodici ali slabSe prehodnosti zdravila ez krvno-

ocesno bariero.

Pri ljudeh s COVID-19 opisujejo, da so vrednosti NLR, TLR in SII vi§je in vrednost LMR niZja
pri bolnikih s hujSo klini¢no sliko in jih je mogoce uporabiti za napovedovanje prognoze (98).
Tudi pri mackah s FIP-om bi lahko ti parametri sluZili kot prognosti¢ni dejavniki, vendar zaradi
premajhnega Stevila mack z negativnim izidom v nasi raziskavi statisticno ovrednotenje ni bilo

mozno.

V okviru biokemijske preiskave krvi smo pri mackah v Casu diagnoze ugotovili znacilna
odstopanja za FIP, kot so hiperproteinemija, hiperglobulinemija, hipoalbuminemija, nizko

razmerje A/G in hiperbilirubinemija (4, 8, 18, 23, 45, 61, 82).
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Hiperglobulinemija se po podatkih iz literature pojavi pri 89 % mack s FIP-om (60). V nasi
raziskavi smo jo zaznali pri 19/29 (65,5 %) mack. Po zdravljenju se je koncentracija globulinov
znizala in vrnila v referenc¢ne okvirje. Z elektroforezo serumskih beljakovin lahko lo¢imo
globuline na vec frakcij: alfa-1, alfa-2, beta-1, beta-2 in gama globuline (70, 71). Za macke s
FIP-om je znacilen zgodnji dvig v frakciji alfa-2 globulinov, ki jim sledi poliklonalni dvig gama
globulinov (71). V nasi raziskavi smo pri mackah s FIP-om v skladu z literaturo potrdili dvig
alfa-2 in gama globulinov, ki se je po zdravljenju normaliziralo. Pri ostalih frakcijah nismo

opazili statisti¢no znacilnih sprememb.

Hiperglobulinemiji je lahko pridruZena hipoalbuminemija in/ali hiperproteinemija (45, 60, 61),
zaradi Cesar je razmerje A/G zniZano (4, 61, 62). Razmerje A/G ima veliko diagnosticno
vrednost pri FIP-u (63). Pri 24/29 (82,8 %) mack s FIP-om smo ugotovili razmerje A/G pod
referenénim obmocjem, s povprec¢no vrednostjo 0,433. S tem smo potrdili, da je razmerje A/G
koristno diagnosti¢no orodje, vendar le v kombinaciji s prisotnostjo klini¢nih znakov in z
drugimi diagnosti¢nimi testi. V nasi raziskavi se je po terapiji razmerje A/G povisalo in doseglo

povprecno vrednost 1,058.

Hiperproteinemijo smo v nasi raziskavi zaznali pri 11/29 (37,9 %) mack s FIP-om. Po

zdravljenju se je koncentracija celokupnih beljakovin vrnila v meje referen¢nih vrednosti.

Hiperbilirubinemija prevladuje predvsem pri mackah z mokro obliko (45) in najverjetneje
nastopi zaradi hemolize (4). V nekaterih raziskavah povezujejo naras¢anje bilirubina z
napredovanjem bolezni in opisujejo bilirubin kot mozen negativni prognosti¢ni dejavnik (62,
64). V nasi raziskavi smo hiperbilirubinemijo pred zdravljenjem ugotovili pri 15/25 (60 %)
mack. Po zdravljenju se je koncentracija bilirubina znacilno znizala (p <0,001) in je bila znotraj

referenénih vrednosti.

Glede na rezultate prejSnjih raziskav ima priblizno 30—40 % mack s FIP-om poviSano aktivnost
ALT v Casu diagnoze, ki lahko traja do zakljucka zdravljenja (61, 79, 93). V nasi raziskavi smo
ugotovili rahlo povisano aktivnost ALT pri le 3/35 (8 %) mack s FIP-om. Najvisja vrednost, ki
smo jo zaznali, je bila 178 U/L, kar je priblizno 50 % nad zgornjo referen¢no mejo. Pri vseh
treh mackah so se vrednosti po zdravljenju normalizirale. Po zdravljenju smo ugotovili
poviSano aktivnost ALT pri Stirth (11 %) mackah. Vse S§tiri so imele pred zdravljenjem

vrednosti ALT znotraj meja referencnih vrednosti. Tri od njih so imele le manjS$a poviSanja
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(med 119 in 168 U/L, z referencnim razponom od 27 do 110 U/L), medtem ko je cetrta macka
pokazala 3-kratno poviSanje nad zgornjo referenéno mejo. Pri tej macki je kasneje prislo do
recidiva, zaradi Cesar smo zdravljenje ponovili. Po zakljucku zdravljenja je imela povisano
aktivnost alkalne fosfataze (2-kratno povisanje) in aspartat-aminotransferaze (20 % nad zgornjo
mejo referencnega intervala), kar je trajalo vsaj 6 mesecev. Kljub temu je macka po zakljucku
drugega ciklusa zdravljenja ostala asimptomatska in je eno leto kasneje Se vedno v remisiji. V
nekaterih raziskavah poro¢ajo o manjsih in reverzibilnih dvigih aktivnosti ALT pri bolnikih s
COVID-19 po zdravljenju z remdesivirjem brez kakrsnih koli drugih znakov poskodb jeter (65).
Pri mackah s FIP-om so v doloCenih Studijah med zdravljenjem obcCasno opazili poviSano
aktivnost ALT (18, 31, 61), ki je bila izrazitejSa pri zdravljenju z GS-441524 v primerjavi z
monoterapijo z remdesivirjem (18). Natancen vzrok za morebitno hepatopatijo, povezano z

dajanjem remdesivirja in GS-441524, Se vedno ni popolnoma pojasnjen (61).

Stevilne $tudije v humani medicini so prisle do zakljuckov, da je povisana aktivnost LDH slab
prognosti¢ni dejavnik in znak vi§je mortalnosti pri ljudeh s COVID-19 (67, 68). Pri mackah je
prognosti¢na vloga encima LDH opisana pri boleznih, kot je akutna ledvicna poskodba in pri
razli¢nih malignih obolenjih (99, 100, 101). Aktivnost LDH v serumu mack s FIP-om $e ni bila
preucevana, prav tako Se ni dokazana njegova prognosti¢na in/ali diagnosticna vloga. V nasi
raziskavi macke s FIP-om niso imele poviSane povprecne aktivnosti LDH. Prav tako nismo
ugotovili znacilnih razlik v aktivnosti LDH pred in po terapiji. Vendar pa je treba izpostaviti
opazanje, da so tri macke z negativnim izidom imele poviSano aktivnost LDH pred
zdravljenjem. Pri dveh, ki sta imeli recidiv, smo ugotovili priblizno 2-kratnik zgornje meje
referencnega intervala, pri macki z najhuj$im klinicnim potekom, ki je nekaj dni po zacetku
zdravljenja poginila, pa priblizno 5-kratnik zgornje meje referen¢nega intervala. Poleg tega smo
pri macki pasme ragdoll, ki je imela recidiv, po prvem ciklu zdravljenja ugotovili Se vedno
rahlo poviSano aktivnost LDH (222 U/L; 21-217 U/L), ki se je po drugem uspe$nem ciklu
zdravljenja normalizirala. Kljub tem ugotovitvam je bilo Stevilo mack z negativnim izidom
(recidivom ali poginom med terapijo) v nasi Studiji prenizko za statisticno obdelavo, s katero
bi lahko potrdili ali ovrgli moZzno vlogo LDH kot napovednega dejavnika izida bolezni pri
mackah s FIP-om. Menimo, da so zaradi opaZenih razlik v aktivnosti LDH v €asu diagnoze
med mackami s pozitivnim in negativnim izidom bolezni potrebne nadaljnje raziskave tega

encima kot moznega prognosti¢nega dejavnika pri mackah s FIP-om.
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Proteini akutne faze vnetja se v glavnem sintetizirajo v jetrih pod vplivom vnetnih citokinov
kot del reakcije akutne faze, ki je zgodnja in nespecifi¢na, a zelo kompleksna reakcija
organizma na razli¢ne poSkodbe (102). Pri mackah, kjer je bila na voljo zadostna koli¢ina
seruma, smo dolocili koncentracijo izbranih proteinov akutne faze vnetja in vnetnih citokinov

pred in po terapiji.

Vpliv terapije z GS-441524 na koncentracijo haptoglobina do zdaj Se ni bil raziskan, zato smo
ga vkljucili v naso raziskavo. Zanimala nas je tudi vloga feritina, saj se je izkazal kot dober

prognosti¢ni dejavnik pri ljudeh s COVID-19 (7, 41).

Haptoglobin je zmerno povisan protein akutne faze vnetja, za katerega je znacilen pocasen dvig
koncentracije. SluZi kot natancen napovedovalec kroni¢nih ali dlje ¢asa potekajo¢ih vnetnih
bolezni (103). V nasi raziskavi smo ugotovili, da je koncentracija haptoglobina znacilno vi§ja
pri mackah s FIP-om v primerjavi z zdravimi mackami. Po terapiji se je njegova koncentracija
znacilno znizala in je bila primerljiva s kontrolno skupino. Normalizacija haptoglobina po
zdravljenju je nova ugotovitev, ki nakazuje, da bi haptoglobin lahko sluzil kot parameter za
spremljanje poteka zdravljenja, skupaj s prej opisanima AGP in SAA, ki izraZata podobno

dinamiko (18, 23, 30).

Pri pregledu literature smo ugotovili, da je objavljenih malo S$tudij, ki so ugotavljale
koncentracijo feritina pri mackah (39, 40, 104, 105). Ottenjann in sod. (2006) so ugotovili, da
vnetna bolezen povzro¢i dvig koncentracije feritina pri 63,2 % mack (40). Pri psih poroc¢ajo o
hiperferitinemiji pri psith z malignimi in vnetnimi obolenji (106, 107, 108). Raziskave pri ljudeh
s COVID-19 kazejo, da je feritin primeren prognosti¢ni pokazatelj stopnje bolezni in da so
visoke serumske koncentracije feritina povezane s krajSim ¢asom preZivetja (41, 109, 110). Pri
mackah s FIP-om vloga feritina Se ni bila raziskana. Glede na ugotovitve zgoraj omenjenih
Studij smo pri¢akovali povisano koncentracijo feritina pri mackah s FIP-om, vendar nasi
rezultati niso pokazali zna€ilnih razlik v koncentraciji feritina med skupinama mack s FIP-om
in zdravo kontrolo. Ugotovili smo tudi, da zdravljenje ne vpliva na koncentracijo feritina v krvi.
Nasi rezultati nakazujejo, da feritin pri mackah s FIP-om verjetno nima pomembne vloge v
reakciji akutne faze. Ta je specificna za vsako zivalsko vrsto, zato je tezZko primerjati ugotovitve
pri mackah z ugotovitvami pri ljudeh in psih. Za zanesljive zakljucke o vlogi feritina pri mackah

s FIP-om so potrebne dodatne raziskave na ve¢jem vzorcu mack.
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Zanimiva ugotovitev nase raziskave je, da pri mackah s FIP-om vnetna proteina haptoglobin in
feritin znacilno negativno korelirata s hematokritom. To pomeni, da sistemsko vnetje pri FIP-u
povzroci tako povisanje vnetnih proteinov kot tudi anemijo. Do podobnih ugotovitev so prisli
pri mackah s kroni¢no ledviéno boleznijo (46, 111) in mackah z gastrointestinalnim limfomom

(112), kjer so ugotovili znacilno negativno korelacijo med SAA in hematokritom.

Pri spremljanju koncentracije vnetnih citokinov med zdravljenjem FIP-a smo merili
koncentracijo treh glavnih vnetnih citokinov pri mackah, to so TNF-a, IL-6 in IL-1p (113). Ti
citokini sodijo tudi med najpomembnejse prognosticne dejavnike pri COVID-19 (114). Safi in
sod. (2017) so pri mackah s koronavirusno okuzbo preucevali omenjene citokine z uporabo
razli¢nih metod. Ugotovili so, da IL-1 in IL-6 ni mogoce zaznati v serumu vecine mack s FIP-
om, lahko pa se ju zazna v trebusnih izlivih, medtem ko so TNF-a detektirali tako v serumu kot

v trebusnih izlivih (2).

TNF-o pomembno prispeva k vnetnemu odzivu ter ima pomembno vlogo v patogenezi FIP-a,
saj povzroca limfopenijo (23, 47). Na podlagi tega smo pricakovali, da bo koncentracija tega
citokina povisana pred terapijo, po terapiji pa se bo normalizirala. Rezultati nase raziskave so
pokazali nasprotno, saj so se koncentracije TNF-a po zdravljenju znacilno povisale. Nasi
rezultati so podobni rezultatom Studij pri ljudeh s hudo obliko COVID-19, ki so bili zdravljeni
s protivirusnimi zdravili, kot so favipiravir ali lopinavir/ritonavir (115). V njihovi raziskavi se
koncentracija TNF-a v ¢asu diagnoze ni znatno razlikovala v primerjavi s kontrolno skupino,
medtem ko se je po terapiji znacilno povisala, zlasti pri bolnikih, ki so potrebovali intenzivno
nego. Mortaz in sod. (2021) domnevajo, da so ti rezultati posledica nezmoznosti protivirusne
terapije za zatiranje sistemskega vnetnega odziva, Ceprav so s terapijo dosegli tako klini¢no

izboljSanje kot izboljSanje drugih vnetnih parametrov, ki so povezani s COVID-19 (115).

Pri spremljanju koncentracije IL-1p in IL-6 med zdravljenjem z GS-441524 smo v nasi
raziskavi ugotovili padec v njuni koncentraciji po zdravljenju, ki pa ni dosegel statisticne
znaCilnosti. Ugotovitve naSe raziskave vsekakor odpirajo dodatna vprasanja glede ucinka
terapije na koncentracijo vnetnih citokinov in jih je zaradi majhnega Stevila vzorcev in

metodologije treba interpretirati zelo previdno (ELISA).

Ugotovili smo tudi znacilno pozitivno povezavo med TNF-a in NLR ter znacilno negativno

povezavo med TNF-a in LMR po zdravljenju. Kar pomeni, da se z naras§¢anjem koncentracije
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TNF-a povisa tudi vrednost NLR, medtem ko se vrednost LMR zniZa. Poleg tega smo ugotovili

znacilno pozitivno povezavo med koncentracijo IL-1[3 in monocitov po terapiji.

Donato in sod. (2023) so v svoji raziskavi ugotovili znacilno pozitivno povezavo med SAA ter
vnetnima markerjema NLR in MLR pri mackah z razlicnimi vnetnimi stanji (59). V nasi
raziskavi haptoglobin in feritin nista znacilno korelirala z nobenim od hematoloSkih markerjev

vnetja.

Nasa Studija ima nekaj pomanjkljivosti. Glavna omejitev je narava zdravljenja mack s FIP-om,
saj licenciran preparat, ki bi vseboval GS-441524, v Evropski uniji trenutno ne obstaja.
Posledi¢no ni mogoce ugotoviti natancne koli€ine aktivne ucinkovine, ki so jo macke prejele.
Obstajata dve nedavni raziskavi, ki sta ocenili kakovost Sirokega nabora izdelkov, ki naj bi
vsebovali GS-441524. Vsi parenteralni izdelki, ki so jih preucili, so vsebovali u¢inkovino GS-
441524 v oglaSevanih oziroma celo vis§jih koncentracijah, medtem ko so peroralni izdelki kazali
bolj spremenljive koncentracije (83, 84). Ceprav licenciran preparat GS-441524 trenutno ni na
voljo v ve€ini drzav po svetu, visoka stopnja prezivetja zdravljenih mack v Stevilnih raziskavah
nakazuje, da macke prejemajo omenjeno ucinkovino. Druga omejitev je povezana z
retrospektivno naravo Studije, zaradi ¢esar nismo imeli na voljo vseh izbranih parametrov za
vsako zdravljeno macko pred in po terapiji ter vejega Stevila vzorcev za doloCanje

koncentracije citokinov in proteinov akutne faze vnetja.



M. Strlji¢, L. Triar: Spremljanje vnetnega odgovora pri mackah z macjim infekcijskim peritonitisom. 69

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Raziskovalna naloga.
6 SKLEPI
Na osnovi rezultatov nase raziskovalne naloge smo prisli do sledecih sklepov:

e Pri mackah s FIP-om smo ugotovili znacilno visje vrednosti NLR, TLR, PLR in SII in
znacilno nizjo vrednost LMR v primerjavi z zdravimi mackami.

e Pri mackah s FIP-om smo ugotovili znadilno vi§je koncentracije haptoglobina v
primerjavi z zdravimi mackami. Pri bolnih mackah nismo ugotovili statisticno znacilnih
razlik v koncentraciji feritina, IL-6, IL-18 in TNF-a v primerjavi z zdravimi mackami.
Prav tako pri bolnih mackah nismo ugotovili poviSane aktivnosti LDH v primerjavi z
zdravimi mackami.

e Pri mackah z mokro obliko FIP-a smo ugotovili bolj izrazit akutni vnetni odgovor, saj
so imele znacilno vi§je vrednosti NLR in SII v primerjavi z mackami s suho obliko FIP-
a. Primerjava hematoloskih parametrov in hematoloskih markerjev vnetja med mackami
glede na prisotnost ocCesnih znakov je pokazala statisticno znacilne razlike v
koncentraciji limfocitov ter vrednostih TLR in SII po terapiji. Pri primerjavi
hematoloskih parametrov in hematoloSkih markerjev vnetja med mackami glede na
prisotnost nevroloskih znakov nismo ugotovili statisti¢no znacilnih razlik.

e Dokazali smo, da je terapija z GS-441524 ucinkovita pri zmanjSanju akutnega vnetnega
odgovora, saj lahko z njo doseZzemo normalizacijo hematoloSkih in biokemijskih
parametrov. Ugotovili smo, da terapija znacilno zniza koncentracijo haptoglobina in
povzroci dvig koncentracije TNF-a. Nismo ugotovili znaCilnega padca v koncentraciji
feritina, IL-6 in IL-18 po terapiji.

e Pri mackah s FIP-om smo pred zdravljenjem ugotovili znacilno negativno povezavo
med hematokritom in koncentracijo haptoglobina ter hematokritom in koncentracijo
feritina. Po zdravljenju smo ugotovili znacilne pozitivne povezave med hematokritom
in koncentracijo haptoglobina, koncentracijo monocitov in IL-1f, koncentacijo NLR in
TNF-a ter znaCilne negativne povezave med koncentracijo trombocitov in haptoglobina
ter koncentracijo LMR in TNF-a.

e Napodlagi nasih meritev med zdravljenjem z GS-441524 pri mackah s FIP-om menimo,
da bi lahko izbrani hematoloski markerji vnetja sluzili kot parametri za spremljanje

ucinka terapije.
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Zaradi opazenih razlik v aktivnosti LDH v ¢asu diagnoze med mackami s pozitivnim in
negativnim izidom bolezni so potrebne nadaljnje raziskave tega encima kot moznega
prognosti¢nega dejavnika pri mackah s FIP-om.

Menimo, da so potrebne nadaljnje raziskave na ve¢jem vzorcu mack, ki bi merile
koncentracijo hematoloSkih markerjev vnetja ter preucevale odziv citokinov in

proteinov akutne faze vnetja med zdravljenjem FIP-a.
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7 POVZETEK

Macji infekcijski peritonitis (FIP) je pomembna infekcijska bolezen mack, ki se razvije pri 10
% mack, okuzenih z macjim koronavirusom (FCoV). Pojavlja se v dveh klini¢nih oblikah,
mokri in suhi. FIP je do nedavnega veljal za neozdravljivo bolezen s skoraj 100 % smrtnostjo,
danes pa obstaja moznost u¢inkovitega zdravljenja bolezni s protivirusnimi zdravili, med katere

sodi nukleozidni analog GS-441524 .

V nas$i raziskavi smo Zzeleli dolociti parametre, s katerimi bi lahko spremljali u¢inek nove
terapije. Nasi izbrani parametri raziskave so bili: razmerje med koncentracijo nevtrofilnih
granulocitov in limfocitov (NLR), limfocitov in monocitov (LMR), trombocitov in limfocitov
(TLR), sistemski imunsko-vnetni indeks (SII), aktivnost encima laktat-dehidrogenaze (LDH),
koncentracija treh glavnih macjih proinflamatornih citokinov (IL-6, IL-18 in TNF-a) ter
koncentracija proteinov akutne faze vnetja (haptoglobina in feritina). Zeleli smo ugotoviti, ali
si lahko z vrednostmi hematoloSkih markerjev vnetja NLR, TLR, LMR in SII ter
koncentracijami citokinov, proteinov akutne faze vnetja in aktivnostjo LDH pred terapijo
pomagamo pri postavitvi diagnoze FIP-a. Zanimala nas je tudi razlika v akutnem vnetnem
odgovoru med mokro in suho obliko FIP-a in med mackami glede na prisotnost ocesnih in

nevroloskih klini¢nih znakov.

V serumu mack smo pred in po terapiji ovrednotili naslednje parametre: celotna krvna slika z
diferencialno belo krvno sliko, izbrane biokemijske parametre (koncentracija serumske
seCnine, kreatinina, celokupnih beljakovin in albumina, aktivnost ALT in LDH, elektroforeza
serumskih beljakovin ter koncentracija bilirubina) in hematoloSke markerje vnetja (NLR, LMR,
TLR in SII). S testom ELISA smo dolo¢ili koncentracijo citokinov (TNF-a, IL-6 in IL-18) ter
proteinov akutne faze vnetja (haptoglobina in feritina). Raziskava je bila zasnovana kot
retrospektivna Studija, v kateri smo uporabili klini€ne in laboratorijske podatke pacientov
Klinike za male Zivali Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani ter ostanke vzorcev krvi, ki
so bili odvzeti za potrebe diagnostike in klini€ni nadzor zdravljenja FIP-a med letoma 2020 in
2024. V raziskavo smo vkljucili vzorce in rezultate 35 lastniSkih mack, 23 z mokro in 12 s suho
obliko FIP-a. V casu Studije licencirano protivirusno zdravilo, ki vsebuje adenozinski
nukleozidni analog GS-441524, ni bilo na voljo v Evropski uniji, zato je zdravljenje potekalo z
nelicenciranim, komercialno dostopnim zdravilom, vsebujo¢im GS-441524, ki so ga pridobili

lastniki sami. 32/35 mack je prejemalo zdravilo GS-441524 najmanj 12 tednov. Macke smo
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imeli za ozdravljene, Ce v 12-tedenski dobi opazovanja niso imele recidiva. Med zdravljenjem
smo stanje mack spremljali z mese¢nimi klini¢nimi pregledi in preiskavami krvi. V kontrolno
skupino je bilo vkljucenih 28 zdravih mack, ki so bile po starosti primerljive s skupino

pacientov.

Z naSo raziskovalno nalogo smo dokazali, da klini¢no uspesno zdravljenje FIP-a z GS-441524
pri mackah povzro€i pomembne spremembe pri vecini izbranih klini€no-patoloskih
parametrov. Pri bolnih mackah smo ob diagnozi ugotovili ze predhodno opisana hematoloska
in biokemijska odstopanja, znacilna za FIP, kot so nevtrofilija z limfopenijo, anemija,
hiperproteinemija, hiperglobulinemija, hipoalbuminemija, nizko razmerje A/G ter
hiperbilirubinenija. Pri mackah s FIP-om smo ugotovili znacilno visje vrednosti NLR, TLR,
PLR in SII in znacilno niZjo vrednosti LMR v primerjavi z zdravimi mac¢kami. Poleg tega smo
ugotovili znacilno vi§je koncentracije haptoglobina v primerjavi z zdravimi mackami. Pri
bolnih mackah nismo ugotovili statisticno znacilnih razlik v koncentraciji feritina, 1L-6, IL-10
in TNF-a v primerjavi z zdravimi mackami. Rezultati naSe raziskave kazejo, da se haptoglobin
normalizira z zdravljenjem FIP-a, in da se TNF-a po terapiji znacilno povisa. V nasi raziskavi
macke s FIP-om niso imele poviSane povprecne vrednosti aktivnosti LDH, prav tako nismo
ugotovili znacilnih razlik v aktivnosti LDH pred in po terapiji. Kljub temu pa so zaradi opaZenih
razlik v aktivnosti LDH v ¢asu diagnoze med mackami s pozitivnim in negativnim izidom
bolezni potrebne nadaljnje raziskave tega encima kot moznega prognosti¢nega dejavnika pri
mackah s FIP-om. Pri mackah z mokro obliko smo ugotovili bolj izrazit akutni vnetni odgovor,
saj so imele znacilno visje vrednosti NLR in SII v primerjavi z mackami s suho obliko FIP-a.
Ugotovili smo statisticno znacilne razlike pri primerjavi hematoloskih parametrov in
hematoloskih markerjev vnetja po terapiji glede na prisotnost oCesnih znakov, medtem ko pri
primerjavi hematoloskih parametrov in hematoloskih markerjev vnetja glede na prisotnost
nevroloskih znakov nismo ugotovili statisti¢no znacilnih razlik. Pri mackah s FIP-om smo pred
zdravljenjem ugotovili znacilno negativho povezavo med hematokritom in koncentracijo
haptoglobina ter hematokritom in koncentracijo feritina. Po zdravljenju smo ugotovili
statisticno znacilne pozitivne povezave med hematokritom in koncentracijo haptoglobina,
koncentracijo monocitov in IL-1P, koncentracijo NLR in TNF-a ter statisticno znacilne
negativne povezave med koncentracijami trombocitov in haptoglobina ter med koncentracijami

LMR in TNF-a.
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Na podlagi nasih rezultatov menimo, da bi lahko izbrani hematoloski marker;ji vnetja sluZili kot
preprosti, cenovno ugodni in hitro dostopni markerji za diagnostiko in spremljanje terapije FIP-
a, kar bi lahko nadomestilo trenutno pogosteje uporabljene, vendar drazje in manj dostopne
proteine akutne faze vnetja. Prvi smo dokazali, da hematoloSki markerji vnetja med
zdravljenjem sledijo podobnemu vzorcu kot absolutne vrednosti parametrov hemograma in da
se ti markerji znacilno razlikujejo med mokro in suho obliko FIP-a kot tudi glede na prisotnost
oCesnih znakov. Menimo, da so potrebne nadaljnje raziskave na ve¢jem vzorcu mack, ki bi
merile koncentracijo hematoloSkih markerjev vnetja in aktivnost LDH ter preucevale odziv

citokinov in proteinov akutne faze vnetja med zdravljenjem FIP-a.
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8§ SUMMARY

Feline infectious peritonitis (FIP) is an important infectious disease of cats that develops in 10%
of cats infected with the feline coronavirus (FCoV). It occurs in two clinical forms, wet and
dry. Until recently, FIP was considered an incurable disease with a mortality rate of almost
100%, but today there is the possibility of effective treatment of the disease with antiviral drugs,

including the nucleoside analogue GS-441524.

In our study, we wanted to determine the parameters that can be used to monitor the effect of
the new therapy. Our selected research parameters were: neutrophil to lymphocyte ratio (NLR),
lymphocyte to monocyte ratio (LMR), platelet to lymphocyte ratio (PLR), systemic immune-
inflammatory index (SII), lactate dehydrogenase (LDH), the concentration of the three main
feline proinflammatory cytokines in cats, Interleukin-6 (IL-6), Interleukin (IL-18) and tumor
necrosis factor (TNF-a), and the concentration of acute phase proteins (haptoglobin and
ferritin). We were interested in whether the values of the haemogram-derived inflammatory
markers NLR, PLR, LMR and SII, as well as the concentrations of cytokines, acute-phase
proteins and LDH activity before therapy could help to establish the diagnosis of FIP. We were
also interested in the difference in the acute inflammatory response between the wet and dry

form of FIP and between cats with and without ocular and neurological clinical signs.

The following parameters were analysed in the cats' serum before and after therapy: complete
blood count with differential white blood cell count, selected biochemical parameters (serum
urea and creatinine concentrations, total protein and albumin concentrations, ALT and LDH
activity, serum protein electrophoresis and bilirubin concentration) and hemogram-derived
inflammatory markers (NLR, LMR, TLR and SII). The ELISA test was used to determine the
concentrations of cytokines and the concentrations of acute-phase proteins concentrations. The
study was designed as a retrospective study in which we used the clinical and laboratory data
of the patients of the Small Animal Clinic of the Faculty of Veterinary Medicine and their
remains of blood samples taken for the purpose of diagnosis and clinical control during the
treatment of FIP between 2020 and 2024. We included samples and results from 35 client-
owned cats, 23 with wet FIP and 12 with dry FIP. At the time of the study, a licensed antiviral
drug containing the adenosine nucleoside analogue GS-441524 was not available in the
European Union, so treatment was performed with an unlicensed, commercially available drug

containing GS-441524 that was self-procured and crowd-sourced by the owners. 32/35 cats
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received GS-441524 for at least 12 weeks. The cats were considered cured if they did not
relapse during the 12-week observation period. During treatment, the cats' condition was
monitored by monthly clinical examinations and blood tests. The control group consisted of 28

healthy cats, comparable in age to the patient group.

Our research has shown that clinically successful treatment of FIP with GS-441524 in cats leads
to significant changes in most of the selected clinicopathological parameters. At the time of
diagnosis, the previously described haematological and biochemical abnormalities
characteristic of FIP were found in the diseased cats, such as neutrophilia with lymphopenia,
anaemia, hyperproteinemia, hyperglobulinemia, hypoalbuminemia, low A/G ratio and
hyperbilirubinaemia. We detected significantly higher values of NLR, TLR, PLR and SII and
significantly lower values of LMR in cats with FIP compared to healthy cats. In addition, we
found significantly higher concentrations of haptoglobin compared to healthy cats. We found
no statistically significant differences in the concentration of ferritin, IL-6, IL-18 and TNF-a in
sick cats compared to healthy cats. The results of our study show that haptoglobin is normalised
by treatment of FIP and that TNF-a is significantly increased after therapy. In our study, cats
with FIP did not have elevated mean levels of LDH activity, nor did we find significant
differences in LDH activity before and after therapy. Nevertheless, the observed differences in
LDH activity at the time of diagnosis between cats with a positive and negative disease outcome
warrant further investigation of this enzyme as a possible prognostic factor in cats with FIP.
We found a more pronounced acute inflammatory response in cats with the wet form, as they
had significantly higher values of NLR and SII compared to cats with the dry form of FIP. We
found statistically significant differences when comparing haematological parameters and
hemogram-derived inflammatory markers after therapy between cats with and without ocular
signs, while we found no statistically significant differences when comparing haematological
parameters and haemogram-derived inflammatory markers between cats with and without
neurological signs. In cats with FIP, we found a characteristic negative correlation between
haematocrit and haptoglobin concentration as well as haematocrit and ferritin concentration
before treatment. After treatment, we found statistically significant positive correlations
between haematocrit and haptoglobin concentration, monocytes and IL-18 concentration, NLR
and TNF-a concentration and statistically significant negative correlations between platelet and

haptoglobin concentrations and between LMR and TNF-a concentrations.
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11 PRILOGE

Priloga 1: Algoritem za diagnostiko in monitoring FIP-a

Supplement 1: Algorithm for diagnostics and monitoring of FIP
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Comparison of selected hematology markers in cats with FIP before and after therapy
Darja Pavlin, Alenka Nemec Svete, Lina TrSar, Marjeta gtrljié, Natasa Tozon
Background

Prognostic factors in COVID-19 include hematology markers like ratios between neutrophills
and lymphocytes (N/L), lymphocytes and monocytes (L/M), platelets and lymphocytes (PLT/L)
and systemic immune-inflammation index (SII) calculated as NxPLT/L. There are no reports
regarding these parameters in cats with FIP.

Aims

The aim of the study was to evaluate selected hematology parameters before and after therapy,
which could serve as possible prognostic factors in cats with FIP.

Methods

Twelve cats with FIP were included in the study; ranging from 4 months to 11 years. Six were
domestic shorthairs, three British shorthairs, and one British longhair, Bengal, and Maine Coon.
Nine cats had the wet and three had dry form of FIP. They were treated withdrug containing
GS-441524 for 12 weeks, and completed 12-week observation period, therefore considered
cured. The following haematological parameters were statistically evaluated before and at the
end of therapy using the Wilcoxon signed-ranks test: number of neutrophills and lymphocytes
and ratio N/L, L/M, PLT/L and SII. A value of p<0.05 was considered significant.

Results

After therapy, absolute lymphocyte count (p=0.001), N/L (p=0.003) and PLT/L (p=0.008)
ratios and SII (p=0.003) significantly decreased, while neutrophil count (p=0.003) and L/M
ratio (p=0.034) significantly increased compared to pre-therapy values.

Conclusions

Based on our results, there is significant change in selected hematology parameters in cats
which successfully complete the FIP treatment and are considered cured. To evaluate their
predictive and prognostic value, comparing these parameters in cats with positive and negative
outcome of therapy should be the next step.
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Dynamics of selected inflammatory markers during treatment of FIP in cats

Darja Pavlin!, Alenka Nemec Svete!, Lina Triar', Marjeta Strlji¢', Sasa Koprivec?, Natasa
Tozon!

In human patients with COVID-19 it has been shown, that dynamic of different inflammatory
parameters can serve as a prognostic factor for outcome. These parameters include C-reactive
protein as an acute phase protein and cytokines interleukin (IL)-6, IL-18 and tumor necrosis
factor (TNF)-a.

The aim of the study was to evaluate changes of concentration of serum amyloid A (SAA) as
one of the major acute phase proteins in cats, and above-mentioned cytokines in cats treated for
FIP. The rationale was to determine dynamic of these variables during FIP treatment to select
possible prognostic factors for FIP therapy. For this purpose, we used leftover blood samples,
which were collected for diagnostics and clinical monitoring. In healthy control group, the
samples were collected as a part of wellness check-up during routine procedures.

Blood samples of seven cats, which were treated with drug containing GS-441524 for 12 weeks
and five control cats were included in the study. Five patients had wet and two had dry FIP;
their ages ranged from 5 months to 11 years. Serum samples were taken before and 4, 8 and 12
weeks after start of the therapy. All included patients were considered cured, since they
completed the 12-week observation period without relapse. Serum concentrations of SAA, IL-
6, IL-18 and TNF-o were determined using species specific ELISA kits.

TNF-a significantly increased after therapy (p = 0.028) from a median concentration of 77.4
pg/ml (IQR: 46.5-103.5 pg/ml) to 114.2 pg/ml (IQR: 111.0-135.0 pg/ml). Median
concentration after therapy was significantly higher compared to the control group (99.0 pg/ml,
IQR: 78.7-99.2 pg/ml; p=0.042). SAA and IL-18 slightly increased after therapy, from median
concentration 50.9 pg/ml to 54.5 pg/ml and 20.5 pg/ml to 21.8 pg/ml, respectively. 1L-6
decreased from median concentration 61.1 pg/ml to 53.4 pg/ml. However, the changes in these
three variables did not reach statistical significance. Furthermore, there were no significant
differences (p > 0.05) of the last three variables compared to the control group.

Increase of TNF- a after successful treatment is similar to human patients with COVID-19,
where it was found that expression of TNF- a is increased in patients who recovered. In contrast
to human patients, therapy of FIP did not elicit any significant change in the concentration of
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other cytokines. Based on these results we may conclude, that TNF- a is a possible candidate
for a prognostic factor in treatment of cats with FIP.
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Hematoloski markerji vnetja pri mackah z macjim infekcioznim peritonitisom
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Koprivec?, Natasa Tozon'
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Klju¢ne besede

macji infekciozni peritonitis, FIP, COVID-19, razmerja med krvnimi celicami, prognosti¢ni
dejavniki

Uvod

Macji infekciozni peritonitis (angl. feline infectious peritonitis, FIP) je bolezen mack, ki jo
povzroca macji koronavirus (FCoV). Obstajata dve klini¢ni razli€ici bolezni, efuzivni (mokri)
in ne-efuzivni (suhi) FIP, katerih patogeneza in prognoza sta povsem razlicni. Tako v
veterinarski, kot v humani medicini, so potrdili, da lahko dolo¢eni vnetni indeksi, izraCunani iz
Stevilénih vrednosti izbranih krvnih celic, sluzijo kot diagnosti¢ni in/ali prognosti¢ni dejavnik
pri razliénih boleznih: onkoloskih, infekcijskih, vnetnih ipd (1). Na podlagi tega smo v nasi
raziskavi zeleli ovrednotiti te parametre pri uspeSno zdravljenih mackah. Ugotoviti smo zeleli
tudi, ali se kakorkoli razlikujejo med mackami s suho in mokro obliko FIP-a, saj pri mackah s
FIP-om ti parametri do zdaj Se niso bili raziskani.

Materiali in metode

V raziskavo smo vkljucili 35 mack, 23 z mokro in 12 s suho obliko FIP-a, ki so prejemale
zdravilo GS-441524 najmanj 12 tednov in v ¢asu 12-ih tednov dobe opazovanja po zakljucku
zdravljenja niso imele relapsa. Med zdravljenjem smo stanje mack spremljali z mese¢nimi
kliniénimi pregledi in hematoloSko analizo krvi. V kontrolno skupino je bilo vkljucenih 28
zdravih mack, ki so bile po starosti uravnoteZene s skupino pacientov. Na podlagi merjenih
parametrov celotne krvne slike z diferencialno belo krvno sliko smo dolo¢ili naslednje vnetne
indekse: razmerje med nevtrofilnimi granulociti (N) in limfociti (L) (NLR), razmerje med L in
monociti (M) (LMR), razmerje med trombociti (T) in L (TLR) ter sistemski imunsko-vnetni
indeks (SII, izracunan kot N x T/L). Z uporabo neparametri¢cnega Mann-Whitneyevega testa
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smo ugotavljali razlike omenjenih razmerij med skupino vseh pacientov in kontrolno skupino
mack ter med skupino pacientov z mokro in suho obliko FIP-a. Razlike smo ovrednotili kot
statisticno pomembne pri vrednosti p<0,05.

Rezultati

Primerjava vseh pacientov pred terapijo s kontrolno skupino je pokazala, da imajo Zivali s FIP-
om statisti¢no znacilno vis§je vrednosti indeksov NLR (p<0,001), SII (p<0,001), PLR (p=0,007)
ter znacilno niZjo vrednost indeksa LMR (p=0,014). Po terapiji razlike v vrednostih NLR, SII
in PLR niso bile vec¢ statisticno znacilne v primerjavi s kontrolno skupino. Primerjava skupin s
suho in mokro obliko je pokazala, da sta bila pred terapijo indeksa NLR (p=0,044) in SII
(p=0,045) statisticno znacilno vi§ja pri mokri obliki v primerjavi s suho obliko FIP-a. Po
zakljucku terapije razlika ni bila ve€ statisti¢no znacilna (p>0,05).

Razprava

Navedeni vnetni indeksi so preprosto dostopni in izmerljivi z uporabo vrednosti koncentracije
razli¢nih krvnih celic iz osnovne krvne slike in diferencialne bele krvne slike, ki jih zivalim
rutinsko dolodamo pri vsakem pregledu. Zivali s potrjenim FIP-om so imele vse navedene
indekse znacilno razli€ne v primerjavi s kontrolno skupino zdravih mack, zato bi lahko
omenjeni indeksi sluzili kot dodatni parametri za diagnostiko bolezni. Ta je pri FIP-u namrec
kompleksna in pogosto je za postavitev diagnoze potrebno kombinirati rezultate razli¢nih testov
(2). Pomemben rezultat nase raziskave je tudi ta, da so se ti parametri z uspeSnim zdravljenjem
normalizirali oziroma poenotili s skupino zdravih Zivali, kar nakazuje na moZnost uporabe teh
parametrov za nadzor terapije oziroma kot prognosti¢ni dejavnik pri zdravljenju. Zanimiva
ugotovitev je tudi, da se nekateri od indeksov znacilno razlikujejo med pacienti s suho in mokro
obliko, kar se sklada z razlicnim klini¢énim potekom obeh oblik bolezni, pri ¢emer je mokra
oblika po navadi povezana s hitrejSim potekom in bistveno krajSim prezivetjem.
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Abstract

Background: Feline infectious peritonitis (FIP), once considered incurable disease with a
mortality rate approaching 100%, has experienced a new therapeutic breakthrough in recent
years. The aim of our study was to evaluate selected clinicopathological parameters before and
after GS-445124-based treatment of FIP in cats, which could serve as potential candidates for
predicting treatment success and monitoring treatment progress.

Results: Pre-treatment haematological parameters in 32 treated cats predictably showed
moderate leukocytosis, neutrophilia, lymphopenia and anaemia, which normalized post-
treatment. Pre-treatment values of haemogram-derived inflammatory markers (ratio of
neutrophils to lymphocytes, platelets to lymphocytes, lymphocytes to monocytes and the
systemic immune-inflammatory index) differed significantly from those in the healthy cats and
between patients with effusive and non-effusive diseae. Post-treatment, only the ratio of
lymphocytes to monocytes remained higher; the other three markers were comparable to the
control group. The biochemical results showed characteristic abnormalities (e.g.
hyperproteinaemia, hypoalbuminemia, hypergammaglobulinemia, hyperbilirubinemia), which
normalised with treatment. Lactate dehydrogenase activities did not differ significantly before
and after treatment, except in cats with a relapse and one non-responder, which had markedly
elevated values at the time of diagnosis. Analysis of leftover blood samples from eight cats for
acute phase proteins (haptoglobin and ferritin) and pro-inflammatory cytokines (tumour
necrosis factor-a, interleukin-1f and interleukin 6) using ELISA revealed that haptoglobin, but
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not ferritin, was significantly elevated compared to the control group and normalised with
treatment. No differences in cytokine concentrations were detected before treatment compared
to the control group, but tumour necrosis factor-a increased significantly after treatment.

Conclusions: Our findings demonstrate that successful treatment of FIP leads to highly
significant changes in most clinicopathological parameters and haemogram-derived
inflammatory markers. The latter could offer a simple, inexpensive and readily available
alternative to the more commonly used acute phase proteins for monitoring FIP treatment.
Successful therapy leads to a significant decrease in haptoglobin and an increase in tumour
necrosis factor-a. In our study, cats with an unfavourable outcome showed a marked increase
in lactate dehydrogenase activity before therapy, suggesting that this parameter could be a
promising prognostic factor in larger studies.

Background

Feline infectious peritonitis (FIP) is a unique infectious disease in cats, caused by the feline
coronavirus (FCoV). A distinctive feature of this infection is that the majority of cats either
overcome the infection asymptomatically or exhibit only mild respiratory or digestive clinical
signs. Only a small percentage (up to 10%) of infected cats develop fulminant systemic disease
with systemic vasculitis and subsequent multiorgan failure [1]. There are two types of the
disease, caused by two different biotypes of FCoV: the low-virulence feline enteric coronavirus
and the highly-virulent feline infectious peritonitis virus, the latter being a mutated form that
causes FIP [2]. The mutation occurs spontaneously in a certain region of the FCoV genome,
leading to a change in cell tropism from enterocytes to monocytes/macrophages [3]. The factors
contributing to the mutation of the virus and causing systemic disease are not entirely elucidated
and likely involve a combination of virus mutations and individual characteristics of each cat,
including genetic predisposition and specific immune response.

Non-specific clinical signs commonly observed in the early stages of the disease include
lethargy, anorexia, fever refractory to antibiotics, lymphadenopathy and weight loss [1].
However, in some cases, cats may retain their body condition [1]. There are two clinical forms
of FIP: wet/effusive and dry/non-effusive, with the former being easier to diagnose [3]. The
most obvious manifestation of the wet form is ascites; however, thoracic and pericardial
effusion can also occur. Abdominal organs may be affected by pyogranulomatous lesions and
masses [ 1, 3]. Ocular and neurological manifestations are also common in cats with FIP [1, 3].
More specific clinical signs consist of dyspnoea, tachypnoea, vomiting and diarrhoea.

Until recently, FIP was considered an incurable disease with an extremely poor prognosis, with
a mortality rate close to 100% [1]. However, in 2019, researchers from UC Davis published
ground-breaking results from a study on the experimental antiviral drug GS-441524, a
nucleoside analogue [4]. The study demonstrated an 80% efficacy rate in treating 31 naturally
infected cats. The possibility of effectively treating a previously untreatable disease, combined
with the drug’s lack of registration for veterinary use, has led to the unique phenomenon of so-
called crowd-sourced antiviral GS-441524-like therapy [5]. In the last two years, several studies
have been published, indicating that despite the unlicensed and uncontrolled production of the
drug, its clinical effect has surpassed all expectations [6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13].

With the advent of a completely new therapy offering an effective long-term cure, it seems
necessary to determine the predictive and prognostic factors as well as parameters that could
be used for monitoring the effect of the therapy. FIP shares some features with COVID-19:
both are caused by a coronavirus infection, and in both, the infection can either lead to a life-
threatening/fatal form or resolve spontaneously with milder clinical signs. Numerous predictive



M. Strlji¢, L. Triar: Spremljanje vnetnega odgovora pri mackah z macjim infekcijskim peritonitisom. 102

Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2024. Raziskovalna naloga.

factors are known for the fulminant form of COVID-19, including neutrophil-to-lymphocyte
ratio (NLR); lymphocyte-to-monocyte ratio (LMR); platelet-to-lymphocyte ratio (PLR);
systemic inflammatory index (SII); lactate dehydrogenase (LDH) enzyme activity;
concentration of cytokines such as interleukin-6 (IL-6), interleukin-18 (IL-18) and tumour
necrosis factor-a (TNF-a); and acute-phase proteins (APPs) such as ferritin and C-reactive
protein [14]. Despite the successful treatment of numerous cats with GS-441524-based
therapies in the last half decade, only a few prognostic factors indicating a favourable treatment
outcome have been described. These include a good appetite and/or activity level, a lower
bilirubin concentration, and normalization of alpha-1-acid glycoprotein (AGP) and serum
amyloid A (SAA) concentrations [15, 10]. Other parameters that can be used to assess the
progress of treatment are the resolution of lymphopenia and anaemia and the normalization of
the albumin to globulin (A/G) ratio [4, 10].

The purpose of this study was to evaluate selected clinicopathologic parameters before and after
treatment of FIP in cats, which could serve for monitoring the progress of the treatment and as
possible candidates for predicting therapeutic outcomes.

Results

1 Cats

Thirty-five FIP-affected cats (14 females and 21 males) with a median age of 11 months (IQR:
6.0 — 24.0 months) and 28 healthy cats (10 females and 18 males) with a median age of 16.5
months (IQR: 10.0 — 23.8 months) were included in the study. Although the cats in the control
group were 5.5 months (median) older, the age difference was not significant (p = 0.065). The
study population comprised 16 domestic shorthair/longhair cats, 11 British shorthair/longhair
cats, 4 Maine Coons and one each of the following breeds: Ragdoll, Bengal, Persian and
Siberian.

In 23/35 cats (65.7%), the effusive form of FIP was diagnosed, while in 12/35 (34.2%), the
non-effusive form was observed. Eight of the 35 cats (22.8%) exhibited neurological signs,
primarily seizures, ataxia and incontinence. Additionally, 10/35 (28.5%) cats had ocular
involvement, primarily manifesting as clinical signs related to anterior uveitis, including
blepharospasm, photophobia, conjunctivitis, myosis, positive flare and low intraocular
pressure.

Twenty-nine of the 32 patients were considered cured after a single course of 12-week therapy.
In 2/32 patients, relapse occurred after the completion of therapy; one cat relapsed within 80
days, and another within 30 days. However, both were treated again with an increased dosage
of the same medicine and successfully completed a second 12-week observation period without
relapse. The results obtained in both treatment cycles were used independently in the study.
One cat in severe clinical condition died three days after the start of therapy.

Complete data regarding weight (before and after therapy) were available for 29 cats. Before
treatment, the treated cats had significantly (p = 0.010) lower weight compared to the age-
matched control group. After treatment, the treated cats showed a significant increase in weight
(Table 1), which was no longer significantly lower compared to the control group (p = 0.192).
The increase in weight was significant and independent of their age (young cats under one year
vs. adult cats over one year).
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Table 1: Weight in treated and control cats before and after treatment

103

Weight [kg] Weight before Weight after treatment p value
treatment [kg] [ke]
Median; IQR Median; IQR
All FIP cats; 2.85;2.38-4.00 4.50; 3.80-5.03 < 0.001
n=29
FIP cats < 1 year old; 2.55; 1.83-3.05 4.18; 3.19-4.65 <0.001
n=16
FIP cats > 1 year old; 3.50; 3.01-4.35 4.55; 4.00-5.38 0.001
n=13
Control group 3.90; 3.53-4.62*
n=22

* Significant difference in weight in control group cats (p = 0.010) compared to the group of all FIP cats before
treatment; p < 0.05 (bold), significant difference before vs after treatment; IQR, 25% — 75% percentile; n=number
of data included in the statistical analysis

2 Haematological parameters
Pre-treatment haematological parameters indicated moderate leucocytosis with absolute and
relative neutrophilia and lymphopenia and moderate anaemia (Table 2). All haematological
parameters, with the exception of platelet and monocyte concentrations, were significantly
different compared to those of the control group of healthy cats. Post-treatment values of these
haematological parameters normalized, showing no significant difference in comparison with
those of the control group. Platelet concentration was the only parameter that was significantly
higher compared to the control group after treatment. Similarly, all pre-treatment haemogram-
derived inflammatory markers significantly differed from those in healthy cats, with NLR, PLR
and SII having higher values, and LMR having a lower value compared to the control group
(Table 2). Post-treatment, only LMR remained significantly different compared to healthy cats.

Table 2: Haematological and haemogram-derived inflammatory markers in healthy cats and FIP cats before and
after treatment

Parameter HEALTHY cats FIP cats
Before treatment p* After treatment PP

WBC n=28 n=36 0.006 n=30 0.225
(x10°L)

8.80; 7.65-12.68 14.57; 9.07-20.76 10.60; 8.93-12.10
RBC*® n=28 n=36 <0.001 |n=30 0.065
(x10'%/L)

9.38£1.56 7.15+1.90 9.94+1.16
HCT® n=28 n=35 <0.001 | n=30 0.131
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(L/L) 0.413 +0.059 0.279 + 0.067 0.394 £ 0.051
HGB® n=28 n=36 <0.001 |n=30 0.362
(g/L) 127.6 + 16.1 91.9+22.3 131.2 £ 14.0
NEUT n=28 n=36 <0.001 |n=30 0.560
(x 10°L) 4.58;2.74-7.23 12.03; 8.26-18.17 4.83; 4.17-6.05
LYMPH n=28 n=36 <0.001 |n=30 0.102
(x 10°/L) 3.24; 2.68-4.26 1.55; 1.05-2.74 3.98; 2.91-6.09
MONO n=28 n=36 0.839 n=30 0.072
(x 10°L) 0.290; 0.190-0.608 | 0.390; 0.150—0.680 0.210; 0.130-0.308
PLT n=28 n=27 0.613 n=29 0.002
(x 10°/L) 263;221-333 258; 168-346 407; 287-435
NLR n=28 n=36 <0.001 |n=30 0.234
1.47; 0.82-2.45 7.43;3.95-11.13 1.16; 0.78-1.58
LMR n=28 n=234 0.014 n=29 0.001
10.50; 6.41-15.95 | 6.01; 1.71-12.70 18.50; 14.09-26.93
PLR n=28 n=27 0.007 n=29 0.737
74.9; 57.8-128.6 156.3; 94.2-238.5 88.0; 62.1-126.9
SIT (x 10%L) [ n=28 n=27 <0.001 |n=29 0.503
444.5; 185.4-652.4 | 2265.7; 869.3-3158.4 431.5;264.2-722.6

2 control vs FIP before treatment, significant difference, p < 0.05 (bold); ° control vs FIP after treatment, significant
difference, p < 0.05 (bold); “values reported as mean =+ standard deviation, other parameters are reported as median
and IQR (25" to 75" percentile); WBC, white blood cell count; RBC, red blood cell count; HGB, haemoglobin
concentration; HCT, haematocrit; NEUT, neutrophil concentration; LYMPH, lymphocyte concentration; MONO,
monocyte concentration; PLT, platelet concentration; NLR, neutrophil-to-lymphocyte ratio; LMR, lymphocyte-
to-monocyte ratio; PLR, platelet-to-lymphocyte ratio; SII, systemic immune-inflammatory index; n=number of
data included in the statistical analysis.

Statistical analysis of the effects of treatment on haematological parameters was not possible
for all included cats due to missing data (Table 3). However, all selected haematological and
haemogram-derived inflammatory markers were significantly different post-treatment
compared to pre-treatment values. Anaemia improved markedly, as all erythrocyte-dependent
parameters (RBC, HCT, HGB) increased significantly after treatment. The most profound
change in the white blood cell differential count was a decrease in neutrophils and an increase
in lymphocytes. However, we observed a less pronounced but still significant decrease in total
white blood cell count (p = 0.047). Treatment also had a notable impact on haemogram-derived
inflammatory markers, as the comparison of pre- and post- treatment results showed significant
differences in all these parameters (Table 3).
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Table 3: Haematological parameters and haemogram-derived inflammatory markers before and after treatment of
FIP

Haematological parameters Before treatment After treatment p
WBC (x10°/L); n=30 11.50; 8.43-18.60 10.60; 8.93— 12.1 0.047
RBC? (x10'%/L); n=30 7.11+1.57 9.94+1.16 <0.001
HCT? (L/L); n=29 0.276 £ 0.059 0.394 +0.051 <0.001
HGB* (g/L); n=30 91.1£20.4 131.2+14.0 <0.001
NEUT (x 10°/L); n=30 10.94; 5.81-17.17 4.83;4.17-6.05 <0.001
LYMPH (x 10%L); n=30 1.48;1.01-2.48 3.98;2.91-6.09 <0.001
MONO (x 10%/L); n=30 0.390; 0.143-0.643 0.210; 0.130-0.308 0.016
PLT (x 10°L); n=23 248; 163-346 400; 283-432 0.006
NLR; n=30 7.43; 4.03-10.28 1.16; 0.78-1.58 <0.001
LMR; n=27 6.33; 1.75-12.25 18.50; 14.19-26.35 <0.001
PLR; n=23 144.2; 92.1-246.3 91.7; 67.4-120.5 0.013
SII (x 10%/L); n=23 2160.4; 869.3-3158.4 431.5; 247.5-749.0 <0.001

2 values reported as mean * standard deviation, other parameters are reported as median and IQR (25" to 75
percentile); p < 0.05 (bold), significant difference before vs after treatment; WBC, white blood cell count; RBC,
red blood cell count; HGB, haemoglobin concentration; HCT, haematocrit; NEUT, neutrophil concentration;
LYMPH, lymphocyte concentration; MONO, monocyte concentration, PLT, platelet concentration; NLR,
neutrophil-to-lymphocyte ratio; LMR, lymphocyte-to-monocyte ratio; PLR, platelet-to-lymphocyte ratio; SII,
systemic immune-inflammatory index; n=number of data included in the statistical analysis.

An additional comparison of both pre- and post-treatment haematological parameters between
cats with effusive and those with non-effusive FIP was performed. Statistical analysis revealed
significantly higher NLR (p = 0.044) pre-treatment values in effusive FIP (median: 8.90; IQR:
4.63 — 14.55) compared to non-effusive FIP (median: 4.98; IQR: 2.37 — 8.39). Similarly, pre-
treatment SII values were significantly (p = 0.045) higher in effusive FIP (median: 2719.4 x
10°/L; IQR: 1190.0 x 10%L — 3971.5 x 10°/L) than in non-effusive FIP (median: 1056.5 x
10°/L; IQR: 701.5 x 10°/L — 1804.9 x 10°/L). Conversely, we observed a much lower, though
non-significant (p=0.052), pre-treatment lymphocyte concentration in effusive FIP (median:
1.23 x 10%/L; IQR: 1.02 x 10°/L —2.20 x 10°/L) than in non-effusive FIP (median: 2.40 x 10°/L;
IQR: 1.31 x 10%/L — 4.69 x 10%L). All other haematological parameters and haemogram-
derived inflammatory markers did not differ significantly between these two clinical
presentations either before or after treatment.
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3 Biochemical parameters
Biochemistry profiles of treated cats, which were performed as a part of the diagnostics of the
disease, revealed hyperproteinaemia with hyperglobulinemia, hypoalbuminemia, decreased
albumin/globulin ratio and hyperbilirubinemia (Table 4).

Post-treatment biochemical parameters were not available for all patients; therefore, the
comparison of pre- and post-treatment parameters in treated cats was based on a smaller subset
(Table 4). Therapy profoundly affected the majority of biochemical parameters, which returned
toward reference values: there was a significant decrease in the concentrations of total proteins,
bilirubin and absolute and relative globulins. Albumin levels, A/G ratio and alanine
aminotransferase (ALT) activity significantly increased. Electrophoresis of serum proteins
showed a significant decrease only in the concentrations of alpha-2 and gamma globulins;
changes in other fractions did not reach statistical significance.

Table 4: Selected biochemical parameters before and after treatment of FIP and their reference values

Biochemical parameters Reference Before treatment After treatment p
values*

TP* (g/L); n=29 59-87 84.0+£15.6 72.9+6.2 <0.001
ALB? (g/L); n=29 31-47 23.6+6.3 36.7+3,6 <0.001
ALB?* (%); n=29 44.5-62.3 28.7+8.9 50.6 £6.2 <0.001
GLOB? (g/L); n=29 28.0-51.0 60.1£16.2 36.3£7.0 <0.001
GLOB? (%); n=29 5.9-23 70.9+9.6 49.4+6.4 <0.001
A/G* n=29 >0.57 0.433 +£0.224 1.058 +£0.265 <0.001
Alpha-1 globulins (g/L); | 1.6-5.2 1.8;1.6-2.1 2.3;2.0-2.5 0.176
n=7
Alpha-2 globulins (g/L); | 4.0-12.8 8.4;6.1-11.1 5.5;4.6-7.4 0.018
n=7
Beta-1 globulins (g/L); | 1.9-7.4 4.5;3.8-5.1 5.2;5.0-5.5 0.150
n=7
Beta-2 globulins (g/L); | 2.0-8.5 7.0;5.8-8.1 6.1;5.0-6.7 0.128
n=7
Gamma-globulins (g/L); | 3.6-16.9 32.9;19.0-47.6 12.7;12.3-19.4 0.028
n=7
ALT(U/L); n=28 27-110 39.0; 31.3-50.8 67.5; 50.0-80.0 < 0.001
Bilirubin (umol/L); n=25 | 0-6.8 8.00; 4.05-23.40 3.20; 2.60-3.80 <0.001
LDH (U/L); n=9 21217 119.0; 80.5-152.5 110.0; 75.5-172.5 0.594

*IDEXX laboratories; * values reported as mean + standard deviation, other parameters are reported as median and
IQR (25" to 75" percentile); p < 0.05 (bold), significant difference before vs after treatment; TP, total protein
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concentration; ALB, albumin; GLOB, globulins; A/G, albumin-to-globulin ratio; ALT, alanine aminotransferase;
n=number of data included in the statistical analysis.

4 Cytokine and APP response

TNF-a concentration (Figure 1A) significantly increased after therapy from a median
concentration of 77.4 pg/mL (IQR: 46.5-103.5 pg/mL) to 114.2 pg/ml (IQR: 111.0-158.4
pg/mL) (p = 0.028). Additionally, its median concentration after therapy was significantly
higher compared to the control group (99.0 pg/mL, IQR: 78.7-99.2 pg/mL; p = 0.042). IL-18
concentration (Figure 1B) slightly decreased after therapy, from its median concentration of
20.3 pg/mL (IQR: 13.9-26.3 pg/mL) to 19.7 pg/mL (IQR: 15.4-26.3 pg/mL). IL-6
concentration (Figure 1C) decreased from a median concentration of 61.1 pg/mL (IQR: 36.6—
286.0 pg/mL) to 53.4 pg/mL (IQR: 11.2-90.0 pg/mL). However, the changes in these two
variables did not reach statistical significance. Furthermore, there were no significant
differences in IL-18 and IL-6 concentrations either before or after therapy compared to the
control group.

Figure 1: Tumour necrosis factor-alpha (TNF-a) (A), interleukin-1 § (IL-1B8) (B) and interleukin-6 (IL-6) (C)
concentrations before and after FIP treatment and in the control group of healthy cats
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Of the acute-phase proteins, the haptoglobin concentration (Figure 2A) showed significant
changes after treatment, significantly decreasing (p = 0.018) from 9.91 g/L (IQR: 6.41. —10.53
g/L) to 4.77 g/L (IQR: 3.56 — 5.47). Compared to the control group, the haptoglobin
concentration was significantly higher both before (p = 0.004) and after therapy (p = 0.042).
However, the post-treatment concentration almost reached that of the control group (median:
3.21; IQR: 2.55 — 3.50 g/L), with the p-value at the threshold of statistical significance.

Pre-treatment and post-treatment ferritin concentrations (Figure 2B) of 10.76 ng/mL (IQR: 8.05
— 12.30 ng/mL) and 10.52 ng/mL (IQR: 10.00 — 12.83 ng/mL), respectively, were lower
compared to those of the control group (median: 12.39 ng/mL; IQR: 10.54 — 13.51 ng/mL);
however, these differences did not reach statistical significance in any of the comparisons.

Figure 2: Haptoglobin (A) and ferritin (B) concentrations before and after FIP treatment and in the control group
of healthy cats
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Discussion

Our study demonstrated that clinically successful treatment of FIP in cats results in the
normalization of the majority of haematological and biochemical parameters presented at the
time of diagnosis. This includes parameters that were severely altered pre-treatment.
Furthermore, we observed a significant decrease in haptoglobin and an increase of TNF-a
following clinical remission.
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Specific antiviral treatment with GS-441524-based therapy has been demonstrated to be highly
successful in treating FIP in cats. Large-scale studies report remission rates between 80 and
94%, with some studies even reaching a 100% success rate [4, 5, 6, 7, 10, 11, 13, 16, 17]. A
relapse rate of approximately 10% has been reported in a large-scale study, which aligns with
our findings [15], where relapse was observed in 2 cats out of a surviving 31. Both of these cats
were successfully treated with a repeated course of therapy. Notably, one of the two cats that
relapsed in our study was a Ragdoll. In their manuscript, Green et al (2023) reported a poorer
response to therapy in Ragdoll cats, noting a delayed response to treatment, with 3/5 Ragdoll
cats being euthanized [16]. While the number of Ragdolls in both studies is too low to draw
definitive conclusions, further research should consider investigating breed-specific responses
to treatment, particularly since pure-bred cats are at higher risk of developing FIP [14].

An important outcome in treated cats was the significant increase in their body weight [18, 19],
which was also confirmed in our study. Notably, the weight gain was not associated with the
accumulation of ascitic fluid, as ascites resolved within the first month of therapy in all cats
enrolled in the study. FIP commonly affects younger or adolescent cats, and thus it was
important to discern whether growth could be influencing the observed weight gain. To address
this, we divided cats into two subcategories based on their age (young cats under 1 year and
adult cats over 1 year). Weight gain was significant in both age groups. Therefore, regular
weighing should be recommended for all cats during FIP treatment, serving as a simple, non-
invasive monitoring tool and for the necessary adjustment of drug dosages.

The focus of our study was the evaluation of selected clinicopathologic parameters, with an
emphasis on inflammatory markers, to ascertain if they correlate with clinical improvement.
Routine laboratory findings of cats at the time of diagnosis displayed typical clinicopathological
alterations associated with FIP, as previously described [10, 13, 15, 16, 17, 20, 21]. In summary,
these included lymphopenia with neutrophilia and non-regenerative anaemia for
haematological parameters, and hyperproteinaemia, hyperglobulinemia, hypoalbuminemia,
low A/G ratio and pronounced hyperbilirubinemia for biochemical parameters. An important
finding was that treatment had a profound impact on the vast majority of both haematological
and biochemical parameters. We succeeded in demonstrating a significant change in almost all
clinicopathologic parameters compared to pre-treatment values. Furthermore, the post-
treatment values were either within reference ranges (IDEXX laboratories) or did not differ
significantly from the healthy control group. A similar observation was noted in other studies
describing different approaches to the treatment of FIP, with either parenteral or peroral
application of GS-441524 or remdesivir [10, 11, 13, 16, 17, 18, 19]. However, in contrast to
our study, the majority of previous studies relied only on descriptive statistics of
clinicopathologic changes during treatment, without using statistical methods to compare
measured parameters, or they compared a much smaller set of laboratory parameters.

Haemogram-derived inflammatory markers, such as NLR, LMR, PLR and SII, have already
been identified as prognostic and/or diagnostic markers in various neoplastic and inflammatory
diseases in cats [22, 23, 24, 25], yet their role in FIP has not been previously studied. Our study
demonstrated that cats with FIP have significantly higher NLR, PLR and SII levels and
significantly lower LMR levels compared to healthy cats. This is similar to findings in human
patients with acute COVID-19 [26], where the severity of clinical signs and treatment outcomes
are associated with the values and dynamics of haemogram-derived inflammatory markers,
particularly NLR [22, 27, 28]. The post-treatment values of these inflammatory markers aligned
with those of the healthy control group, with the exception of LMR, which significantly
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increased beyond the healthy group’s values. This increase can be attributed to a significant
increase in the absolute lymphocyte count, which influences the ratio. Similar normalization of
these inflammatory parameters has been observed in patients with severe COVID-19 who
successfully recovered [23]. Another notable finding in our study was that cats with effusive
FIP had significantly higher NLR and SII levels compared to cats with non-effusive FIP. The
difference in lymphocyte count approached the threshold of statistical significance (p=0.052),
with lower concentrations observed in effusive cases. Effusive FIP is reported to have a worse
prognosis compared to the non-effusive form of the disease, with an MST of 21.3 days and 38.4
days, respectively [29]. Typically, non-effusive FIP has a more chronic and less severe clinical
presentation, and APP concentrations are usually lower compared to the effusive form [6, 20],
which is also likely reflected in haemogram-derived inflammatory markers.

Recently, Donato et al. studied the relationship between NLR, MLR (an inverse value of the
parameter we included, LMR) and PLR ratios and other markers of inflammation in cats [30].
The highest values of these markers were found in cats with hypoalbuminemia,
hyperglobulinemia and increased SAA — conditions typically present in FIP patients — but also
with a normal albumin-to-globulin ratio, and the presence of left shift response. In the group of
cats without any indications of inflammation, the maximum values of NLR, MLR and PLR
were 11.25, 0.42 and 528.3, respectively, which the authors propose as possible cut-off values
for “cats with no inflammation”. In our study, the vast majority of cats with FIP had values well
below these proposed cut-off values but were still significantly higher compared to our healthy
control group. These findings align more closely with results obtained from 76 healthy cats
(median NLR of 1.9) and cats with systemic inflammatory response syndrome and sepsis
(median NLR of approximately 9) [31]. Given that FIP is a disease related to a pronounced
systemic inflammatory response, which is also reflected in elevated levels of other
inflammatory markers (e.g. SAA, AGP, etc) [15], it is reasonable to expect an increase in
haemogram-derived inflammatory markers. The discrepancy between our results and those of
Donato could stem from differences in sample size, the age of the cats included, methodology
(analyser), or, most likely, the different diagnoses of the included cats. In Donato’s study, none
of the cats had FIP, and the group of “cats with no inflammation” consisted of cats without
leucocyte alterations suggestive of inflammation, which does not necessarily equate to healthy
cats. Therefore, it is plausible that the cut-off values proposed by Donato might be too high or
at least warrant further investigation. Nevertheless, these calculated markers could prove
beneficial in clinical use, as they are easily measurable, inexpensive and accessible parameters.

Previous publications have reported that approximately 30-40% of cats with FIP exhibit an
increase in ALT activity at the time of diagnosis, which can persist until the completion of
therapy [11, 17, 18]. In our study, only 3 out of 35 cats with FIP (8%) exhibited a minor increase
in ALT activity — the highest value was 178 U/L, which is approximately 50% above the upper
reference limit. For all these cats, the values normalized after treatment. However, we observed
that four cats (11%) with ALT values within reference limits pre-treatment developed an
increase in ALT activity after treatment. Three of them had just minor increases (between 119
and 168 U/L, with a reference range of 27 to 110 U/L), and the fourth, a Ragdoll cat with a
relapse, exhibited a three-fold increase over the upper reference range. This particular cat also
experienced an increase in the activities of alkaline phosphatase (two-fold increase) and
aspartate transaminase (20% over the higher reference limit) following the second cycle of
treatment, which persisted for at least 6 months. However, the cat remains asymptomatic and
in remission one year later. There have been reports of minor and reversible increases in ALT
in human patients with COVID-19 following treatment with remdesivir, without any other signs
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of liver damage [32]. In feline patients, there have been sporadic observations of increased ALT
during treatment of FIP [7, 16, 17], and they were more pronounced when treatment included
GS, compared to monotherapy with remdesivir [16]. However, the precise cause of possible
hepatopathy associated with administration of remdesivir and GS-441524 is still not fully
understood [17].

Several reports from human medicine have demonstrated that increased LDH activity indicates
a negative clinical prognosis and higher mortality in human patients with COVID-19 [33, 34].
In cats, it is proposed as a prognostic factor in various diseases, such as acute kidney injury and
malignant diseases [35, 36, 37]. Our study’s statistical analysis of paired LDH activities in cats
before and after therapy did not reveal significant changes. However, LDH activity was
measured in 15 pre-treatment samples of treated cats (data not shown), showing increases in
three cases: both patients who suffered relapse (approximately two-fold increase) and the only
cat that died within days of starting therapy (approximately five-fold increase). Furthermore,
the Ragdoll cat that relapsed had an LDH activity of 222 U/L, slightly above the upper value
of the reference range, after the first cycle of therapy, which normalized to 130 U/L after the
second and successful treatment. The number of cats with undesirable outcomes (relapse or
death) in our study was so low that statistical evaluation was not possible. Nevertheless, we
believe that the notable differences in LDH activity at the time of diagnosis between cats with
positive and negative outcomes warrant further investigation of this enzyme as a possible
prognostic factor in cats with FIP. Another interesting approach could be the determination of
different LDH isoenzymes in effusions of treated cats [38, 39, 40]. However, this type of
measurement would not be feasible for monitoring of therapy, as effusions usually resolve in
less than 6 weeks (sometimes as quickly as 1 week) with successful treatment [16, 18, 19],
which was also observed in our study. Therefore, any long-term serial monitoring is not
possible. Furthermore, fluid is not available in the non-effusive form of the disease.

In a small number of included cats with sufficient leftover serum samples, the pre- and post-
treatment concentrations of selected APPs and proinflammatory cytokines were determined. In
FIP, concentrations of haptoglobin, SAA and AGP are known to increase [20, 41, 42, 43], with
the latter two aiding in diagnosis [15, 20]; however, increased concentrations are not
pathognomonic for the disease. We decided to include haptoglobin, which has not been
extensively studied in cats with FIP, and ferritin, which has previously been demonstrated to
have a prognostic value in people with COVID-19 [14, 44]. Haptoglobin was significantly
higher compared to the healthy control and showed significant decline post-treatment, aligning
with control group levels. Its normalization after treatment is a novel finding, making it another
candidate for treatment monitoring, along with previously described AGP and SAA, which
exhibit similar dynamics [6, 16, 20].

To evaluate the changes in pro-inflammatory cytokines in treated cats, we measured the
concentration of the three main feline proinflammatory cytokines TNF-a, IL-6 and IL1-p [45].
These are also among the most important prognostic factors in COVID19 [46]. In cats with
Coronaviral infection these three cytokines have been studied by Safi et al. (2017) [2] using
different methodologies, including real-time PCR and a multiplex bead-based immunoassay.
They found that IL-1p and IL-6 could not be detected in the serum of the majority of cats with
FIP but were present in their abdominal effusions. In contrast, TNF-a production was detected
in both FCoV-positive and negative groups. Our study demonstrated a significant increase of
TNF-o concentration after therapy and a non-significant decrease in IL-1p and IL-6
concentrations. TNF-a is a major contributor to the inflammatory response and pathogenesis of
FIP, causing apoptosis of lymphocytes and subsequently lymphopenia [20, 47]. It would be
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reasonable to expect that TNF-o would be elevated before therapy and normalize after
treatment; however, our study showed the opposite. These results are similar to those in people
with severe COVID-19 treated with antiviral therapy, such as favipiravir or lopinavir/ritonavir,
as reported by Mortaz et al. [48]. The concentration of TNF-a at the time of diagnosis did not
differ compared to the control group but significantly increased after therapy, especially in
patients requiring intensive care. The authors suggested that might be due to the inability of the
anti-viral therapy to suppress the systemic inflammatory response, despite clinical
improvement and improvement in other inflammatory markers associated with COVID-19
infection. It should be stressed that the number of samples in this part of our study was very
low and that the concentrations were measured using the ELISA method, which has its
limitations. Therefore, the results should be interpreted with caution and validated in a larger
sample size.

The findings of this study must be viewed in light of several limitations. The main limitation of
this study is the nature of the treatment. Since GS-4441524 is currently produced without a
licence and uncontrolled, it is not possible to ascertain the exact quantity of the active ingredient
received by the cats. However, two research groups have recently reported the results of quality
assessments of a wide range of products (30 vials from 17 brands by Mulligan and Browning
and 127 different products by Kent et al.) [49, 50]. All parenteral products marketed as GS-
44125 contained this active ingredient at the advertised or higher concentrations, with peroral
products showing more variable concentrations. Although procuring licensed GS-441524 is
currently not possible in the majority of countries worldwide, the patients appear to be treated
with the advertised drug, as evidenced by the high survival rate of treated cats. Another
limitation is the unavailability of all studied parameters for every treated cat before and after
therapy, due to the retrospective nature of the study and issues with client compliance. This is
particularly true for the small number of samples in which cytokines and APPs were determined
using the ELISA method, which has its own set of limitations.

Conclusions

In conclusion, we demonstrated that successful treatment of FIP results in highly significant
changes in the majority of clinicopathological parameters in treated patients. For the first time,
we demonstrated that haemogram-derived inflammatory markers follow a similar pattern and
significantly differ between effusive and non-effusive FIP. They could serve as simple, cost-
effective and readily available parameters for diagnostic and monitoring purposes, similar to
the currently more commonly used but more expensive or less available APPs. Additionally,
based on our limited number of samples, we also conclude that haptoglobin is another APP that
normalizes with treatment of FIP, and that TNF-a increases after therapy. We also found
indications that LDH activity could be a possible new prognostic factor for cats with FIP. Our
results encourage further studies on LDH concentrations and cytokine and APP responses to
treatment of FIP in a larger group of cats.

Methods
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Cats

Blood samples from a total of 35 client-owned cats were included in this study, which was
conducted between 2020 and 2022 at the Small Animal Clinic of the Veterinary faculty of the
University of Ljubljana, Slovenia. The inclusion criteria consisted of a FIP diagnosis, confirmed
by a veterinarian, following the AAFP diagnostic guidelines [3]. Briefly, the diagnosis of FIP
was based on relevant clinical signs with typical clinicopathological test results (haematology,
biochemistry and cytologic examination of effusions) and the detection of FCoV in body
effusions and/or affected organs (spleen, lymph node aspirates) with commercially available
RT PCR detection of mutations in spike proteins (FIP virus RealPCR™, IDEXX laboratory).

The study was conducted as a retrospective study, utilizing clinical and laboratory data and
leftover blood samples collected for diagnostics and/or clinical monitoring. A total of 32 cats
were treated with a non-licensed, but commercially available antiviral drug containing the
adenosine nucleoside analogue GS-441524. At the time of the study, there were no licensed
drugs containing GS-441524 available in the European Union; therefore, the therapy was
carried out as decribed in previously reported crowd-sourced GS-441524-based therapies [5].
Cats that completed a 12-week observation period after the completion of therapy without
experiencing a relapse were considered cured. Three out of 35 cats were not treated, but their
results were included in the statistical pre-treatment group comparison with the control group.

The following clinical information was collected: weight before/after treatment, age, sex and
neuter status, presenting clinical signs inclusive of effusive/non-effusive form, ocular and
neurological involvement. In treated cats, clinical examinations and blood sample collections
were performed at the time of diagnosis and 4, 8 and 12 weeks after the start of treatment. Blood
samples were collected from all cats via venipuncture of the cephalic or jugular vein. Leftover
serum samples from 19 cats were stored at -80°C for further analyses with the permission of
the owners.

Haematology analysis and haematology-derived inflammatory markers

In all included animals, a complete blood count with a differential white blood cell count was
performed using an ADVIA 120 automated haematology analyser with species-specific
software (Siemens, Germany). From these results, the following hematology-derived
inflamamtory markers were calculated from absolute counts of relevant parameters: NLR, LMR
and PLR. Additionally SII was calculated as neutrophills x platelets/lymphocytes. Since
reference values for these hematology-derived inflammatory markers are not available for cats,
a control group of 28 age-matched healthy cats was included, for which the same indexes were
calculated. In these cats, the analysis was performed as a part of a wellnes checkup, and results
were used with the permission of the owners.

Biochemistry analysis

The biochemical parameters determined at each time point were selected at the discretion of
the attending veterinarian, based on the clinical status of each animal. However, the minimal
laboratory workup included the routine determination of serum urea, creatinine, total protein
and albumin concentrations, and ALT activity. Serum protein electrophoresis and bilirubin
mesurement were performed in 7 treated cats before treatment and 20 cats after treatment. All
biochemical analyses were performed at a commercial laboratory (IDEXX Laboratories,
Germany), and individual values were compared with the reference ranges reported by IDEXX
Laboratories. Additionally, LDH activity was determined retrospectively in stored frozen serum
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samples. LDH activity was measured spectrophotometrically using an RX Daytona+ automated
biochemical analyser (Randox, Crumlin, United Kingdom) and a Randox lactate
dehydrogenase L-lactate—pyruvate reagent kit in the Diagnostic Laboratory of the Small
Animal Clinic.

Cytokine and APP response

Out of the 19 samples stored with owners’ permission, samples from 8 cats were suitable for
the determination of cytokine and/or APP response. The remaining cats had either missing
samples at crucial time points (e.g. before or after therapy) due to the owners’ lack of
compliance, or the volume of the stored samples was insufficient for analysis.

An additional five blood samples from healthy cats, collected as part of a wellness check-up
during routine examinations, served as a control group. Cats were considered healthy based on
their history, physical examination and routine laboratory results (routine haematology and
biochemistry parameters within reference ranges). Species-specific, commercially available
quantitative sandwich ELISA tests were used to determine five selected serum parameters: I1L-
6, TNF-a, IL-1p, ferritin (Cat IL-6 ELISA kit, Cat. No.: MBS284478; Cat TNF-a ELISA kit,
Cat. No.: MBS1602676; Cat IL-1p kit, Cat. No.: MBS9319075; Cat Ferritin ELISA kit, Cat.
No.: MBS096404; all Mybiosource, USA), and haptoglobin (Feline and Canine Haptoglobin
ELISA kit, Cat. No.: TE1033, Teco, Switzerland). The standards used to generate the
calibration curve were prepared in six different concentrations for each kit separately according
to the manufacturer's recommendations regarding the stated sensitivity for each parameter. All
test samples, standards and quality controls were analysed in duplicate according to the
manufacturer's instructions. Optical densities were measured at 450 nm using a Multiskan FC
Microplate Photometer microplate reader (Thermo Fisher Scientific, USA), and the average
absorbance of the two measurements of each sample was calculated. Sample concentrations
were determined using the best-fit standard curve.

Statistical analysis

Results from the initial visit (pre-treatment) and final checkup (post-treatment, 12 weeks after
the start of therapy) were statistically analyzed for the study. The data were analysed using
commercially available software (IBM SPSS 29, Chicago, Illinois, USA). The Shapiro-Wilk
test was used to determine the data distribution. Based on the results, parametric or non-
parametric tests were used to compare the data. We performed the following comparisons:

(a) for haematology, cytokines and APPs, pre-treatment values of selected parameters
(including results of cats that were not treated, where available) were compared with
values of the control group. Post-treatment values of these parameters were compared
with those of the control group and, for parameters where paired results for the same
cat were available, pre- and post-treatment values were compared to determine the effect
of the therapy. In addition, pre- and post-treatment data were also compared between
cats with the effusive and non-effusive form of FIP.

(b) For biochemistry results, pre-treatment and post-treatment values were compared for
those parameters where paired results for the same cat were available to determine the
effect of the therapy.
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Accordingly, an independent t-test was used in cases of normally distributed data, and the
Mann-Whitney U-test was applied for non-normally distributed data to test for statistically
significant differences in the measured parameters between FIP cats and the control group
before and after therapy and between cats with the effusive and non-effusive form of FIP.
Moreover, the Mann-Whitney test was used to test for statistically significant differences in
weight between young and adult cats. For FIP cats, a paired sample t-test was used for normally
distributed data, and a Wilcoxon signed-rank test was used for non-normally distributed data to
compare parameters before and after therapy. A value of p < 0.05 was considered significant.
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