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1. UvOD

Parazitske bolesti ¢ine oko 70% svih bolesti divljih Zivotinja. Fascioloidoza je parazitska
bolest uzrokovana nezavicajnom vrstom metilja prisutnom unatrag dvadesetak godina na
podrucju Republike Hrvatske gdje uzrokuje zna¢ajne gospodarske gubitke na divljaéi, a lokalno
i ugrozava opstanak pojedinih vrsta poput srne obi¢ne (Capreolus capreolus L.). Jelen obi¢ni i
svinja divlja spadaju u najvaznije zavicajne vrste divljaci koje su rasprostranjene na veéem
dijelu Republike Hrvatske. Predilekcijsko mjesto parazitiranja ovoga metilja je jetra, a jelen
obi¢ni (Cervus elaphus L.) je jedan od tipi¢nih nositelja koji su se uspjeli ve¢im dijelom
prilagoditi na suzivot S ovim parazitom. Za razliku od jelena, svinja divlja (Sus scrofa L.)
predstavlja nositelja tipa slijepa ulica koji metilja izolira unutar pseudociste s debelom stjenkom
$to U konacnici dovodi do uginuéa metilja. Novija istrazivanja KONJEVIC i sur. (2017.)
pokazuju na moguénost da se odnos izmedu metilja kao parazita i svinje divlje kao nositelja
mijenja na nacin da metilj uspijeva prezivjeti dulje vrijeme i spolno sazrijeti, §to prema
dosadasnjoj literaturi nije bio slu¢aj (KRALOVA-HROMADOVA i sur., 2016.). U Republici
Hrvatskoj fascioloidoza se pojavila na njenom krajnjem istoku, u dolini rijeke Dunav u podruéju
Sepreshat (MARINCULIC i sur., 2002.), a kroz narednih dvadeset godina prosirila se do
sredisnje Hrvatske. Prevalencija fascioloidoze na podruéju gdje je uzro¢nik stalno prisutan u
okolidu je vrlo visoka te se u zadnjih pet godina kretala i do 82% (SIMUNOVIC, 2017.;

BUJANIC, 2019.).

Novija istraZzivanja usmjerena su na interakcije izmedu razli€itih vrsta nositelja i parazita,
gdje isti parazit zbog razlic¢itih obrambenih reakcija pojedinih tipova nositelja uzrokuje i
razli¢ite klinicke slike. Pretpostavka istrazivanja je da se jelen obi¢ni kao tipicni konacni
nositelj u ovih 20 godina uspio dobrim dijelom prilagoditi na suzivot sa velikim americkim
metiljem izoliravsi ga unutar pseudocisti, dok ga svinja divlja ubija §to svakako iziskuje

promjene u tom odnosu od strane metilja. Sukladno navedenom, cilj ovog istrazivanja je



prikazati patohistoloske osobitosti lezija uzrokovanih metiljem Fascioloides magna kod dva
razliita tipa nositelja - jelena obi¢noga i svinje divlje te odrediti morfoloske pokazatelje
pseudocista. Uz pobrojano, kod jelena obi¢noga pokusali smo utvrditi postoje li razlike u
pseudocistama izdvojenih iz iste jetre, ovisno o spolu Zivotinje, lokaciji uzorkovanja te dobi

jedinki.

2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Fascioloides magna

Postoje brojni nazivi za metilja Fascioloides magna, od kojih se najéesce koristi naziv veliki
americki metilj, koji ujedno opisuje geografsko podrijetlo metilja i njegovu veli¢inu
(VICKOVIC, 2007.). Metilj F. magna izvorno je parazit jelenske divlja¢i u Sjevernoj Americi
(PYBUS, 2001.), a u Europi se pojavio u drugoj polovici 19. stoljeca uslijed nekontroliranog
unosa ameri¢kih vrsta jelena u europske parkove, zooloske vrtove i rezervate (SLUSARSKI,
1955.; BOJOVIC | HALLS, 1984.). Pri tome ovaj parazit nije unesen jednom, veé vise puta pri
¢emu su nastala tri Zari§ta invazije (KRALOVA-HROMADOVA i sur., 2011.), na podruju
sjeverne ltalije (BASSI, 1875.), na dijelu danasnje Republike Ceske i jugozapadne Poljske
(ULLRICH, 1930.) te na podrucju doline toka rijeke Dunav gdje se intenzivnije pocela Siriti
podetkom 21. stoljeéa (WINKELMAYER i PROSL, 2001.; MARINCULIC i sur., 2002.;
MARINKOVIC i sur., 2013.). Prvi dokaz metilja F. magna u Hrvatskoj bio je iz jetre jelena
obiénoga na podruéju Sepreshata, nakon $to je uoden pad brojnosti jelenske divlja¢i na istoku

Hrvatske (MARINCULIC i sur., 2002.).

Znacajka ovog metilja je veliko i tanko tijelo zbog Cega se ubraja u najveée pripadnike
trematoda. Duljina mu se krece izmedu 4 i 10 c¢cm, Sirina od 2 do 3,5 c¢m, a debljina tijela od 2

do 4,5 mm. Oblik tijela je ovalan, nesegmentiran, dorzoventralno spljosten i bilateralno



simetrican (ERHARDOVA, 1961.; ERHARDOVA-KOTRLA, 1971.). Metilja izvana obavija
prozirna kutikula preko koje je vidljiv sadrzaj crijeva koji mu daje crvenkasto smedu boju
(SPAKULOVA i sur., 2003.; JONES, 2005.). Na tijelu metilja vidljive su usna, odnosno
cefali¢na siska I straznja, odnosno ventralna siska koje mu sluze za pricvrs¢ivanje. Odrasli
metilji su dvospolci, odnosno sadrze muski i zenski spolni sustav koji zavrSavaju jednim,
zajednickim spolnim otvorom. Muski spolni sustav sastoji se od dva razgranata testisa koji se
nastavljaju u spermatovode i zavrSavaju kopulacijskim organom kojeg Cine sjemene vrecice,
bursa cirri, ejakulatorni organ i prostata (JONES, 2005.). Izmjena genetskog materijala odvija
se oplodnjom izmedu dviju jedinki, @ moguéa je i samooplodnja (CHEN i MOTT, 1990.).
Zenski spolni sustav sastoji se od jajnika, jajovoda, prosirenja u kojem se pohranjuju spermiji,

ootipa i uterusa (FLORIJANCIC, 2006.).

Razvojni ciklus metilja ukljucuje Cetiri faze. Odrasli metilj smjesten je u pseudocisti unutar
jetre tipi¢noga nositelja te dnevno izlucuje do 4 000 jajasaca (SWALES, 1935.). Jajasca putem
zuéi dolaze u tanko crijevo te izmetom izlaze iz organizma nositelja (ERHARDOVA-
KOTRLA, 1971.), nakon &ega slijedi prva faza razvoja u vodenom mediju. Embrioniranje
jajasaca traje oko 35 dana te nastaje larvalni stadij koji se naziva miracidij, odnosno
trepetljikava licinka (SWALES, 1935.; PYBUS, 2001.). Miracidij u okoli$u trazi posrednika
vodenog puza (SWALES, 1935.). U Europi je glavni posrednik za ovoga metilja puz Galba
(Lymnaea) truncatula, ali su potvrdeni i drugi potencijalni posrednici. Ako miracidiji ne
pronadu posrednika, vrlo brzo gube energiju i ugibaju (ERHARDOVA, 1961.). U posredniku
slijedi druga faza razvoja u kojemu nakon migracije miracidija po tijelu puza nastaje novi
razvojni stadij zvan sporocista (ERHARDOVA-KOTRLA, 1971.). Iz svake sporociste se
razvija po jedna majka redija, izduzena i pokretna, te svojom aktivnos¢u dovodi do pucanja
stjenke sporociste i oslobadanja u tijelo puza po kojem dalje migrira. Iz svake majke redije

razvijaju se po 4 do 6 kéeri redije razvijenijeg oblika tijela, diferenciranog u dva dijela



(ERHARDOVA, 1961.), a iz njih se dalje razvijaju cerkarije (ERHARDOVA-KOTRLA,
1971.). Nakon §to cerkarije napuste tkivo puza i vrate se u vodu zapocinje treci stadij razvoja
koji se odvija u vanjskoj okolini. One putuju na kratkoj udaljenosti, zaCahure se na povrsini
vodene vegetacije ¢ime nastaju metacerkarije koje predstavljaju invazivni stadij za konac¢ne
nositelje (SCHWARTZ i sur., 1993.). Nakon $§to metacerkarije udu u probavni sustav hranom
slijedi Cetvrti razvojni stadij koji se odvija u kona¢nom nositelju. Dolazi do aktivacije li¢inki
koje probuse stjenku crijeva, putuju po ventralnom dijelu peritonealne Supljine, dolaze do jetre
te probijaju Glissonovu kapsulu i u tkivu jetre nastavljaju razvoj do odrasle jedinke (PYBUS,

2001.).

2.2. Jelen obic¢ni

Tablica 1. Sistematika jelena obi¢noga (IUCN, 2017.)

Koljeno Svitkovci
Potkoljeno Kraljesnjaci
Razred Sisavci

Red Parnoprstasi
Podred Prezivaci
Porodica Jelen
Rod Jelen
Vrsta Jelen obic¢ni

Jelen obi¢ni spada u porodicu jelena (Cervidae), potporodicu pravih jelena (Cervinae), rod
jelena (Cervus) i vrstu jelen obi¢ni (Cervus elaphus). U Hrvatskoj najéesce obitava u nizinskom
staniStu u Sumama uzduz velikih rijeka, ali i u gorskom stanistu u Gorskom kotaru, Velikoj i
Maloj Kapeli, Velebitu i Li¢koj Pljesivici te u mediteranskom podruc¢ju u Hrvatskom primorju
i Istri (TROHAR, 2004.). Prema Zakonu o lovstvu (ANONIMUS, 2018.b) jeleni se ubrajaju u
krupnu divlja¢ zaSti¢enu lovostajem i1 ubrajamo ih u nasu zavicajnu divljac. Specifi¢nost

anatomske grade jelena je da nema zu¢ni mjehur. Jelen i koSuta su nazivi za odrasle jedinke,



dok je tele ili jelence naziv za mlado oba spola od teljenja do kraja ozujka druge kalendarske
godine (JANICKI i sur., 2007.). Tijelo jelena skladne je i snazne grade, duljine tijela od vrha
njuske do korijena repa od 225 do 275 cm i visine tijela u grebenu od 120 do 150 cm (CEOVIC,
1940.). Tjelesna masa odraslog jelena iznosi od 125 do 250 kg, a kosute od 70 do 150 kg. Tijelo
je obraslo dlakom rdasto-crvene boje u proljece i jesen koja je u zimi dulja, guséa i tamno smede
boje. Karakteristike muzjaka su rogovlje i dulja dlaka na vratu koja se naziva griva (TROHAR,
2004.; JANICKI i sur., 2007.). Jeleni su prezivaci te im u prehrani dominira zeleno bilje,
pretezno liSc¢e, izbojci i grancice listaca, pasu travu i jedu zeljasto bilje, a vole jesti i razne
plodove (CAR, 1967.; JANICKI i sur., 2007.). Zivotni vijek jelena je od 15 do 20 godina.
Parenje jelena naziva se rika, jer se muzjaci u to doba javljaju specifi¢cnim glasom, a pocinje
krajem kolovoza ili po¢etkom rujna ovisno o vremenskim prilikama i stani$tu. Za vrijeme rike
na mjestima koja se nazivaju "rikalista" dolazi do borbi izmedu jelena za pravo parenja. Bredost
kosuta traje 230-240 dana ili oko 34 tjedna, nakon Cega oteli jedno ili dva teleta tjelesne mase

od 7 do 12 kg (DARABUS i JAKELIC, 2002.; JANICKI i sur., 2007.).
2.3. Svinja divlja

Tablica 2. Sistematika svinje divlje (IUCN, 2017.)

Koljeno Svitkovci

Potkoljeno Kraljesnjaci

Razred Sisavci
Red Parnoprstasi
Podred Neprezivaci

Porodica Svinja

Rod Svinja
Vrsta Svinja divlja



Svinja divlja je dvopapkar nepreziva¢ koji pripada porodici svinja (Suidae), rodu svinja
(Sus) te vrsti svinja divlja (Sus scrofa). Porodica svinja prepoznatljiva je po razvijenom rilu i
obraslosti ¢ekinjastom dlakom. Svinja divlja rasprostranjena je u zapadnoj, juznoj i srednjoj
Europi, sredi$njoj Aziji sve do Dalekog istoka te sjeverozapadnoj Africi. Velika prostorna
rasprostranjenost svinje divlje posljedica je njene velike prilagodljivosti prema stanistu i malih
zivotnih zahtjeva, stoga ih mozemo naci u Sumama, otvorenim povrSinama ispresijecanim
Sumarcima ili pak oto¢nim podruc¢jima. Najradije se zadrzavaju u moc¢varnim podrucjima U
blizini rijeka i jezera, pogotovo ako se u okolini uzgajaju poljoprivredne kulture, jer je tamo tlo
meko i vlazno pa je pogodno za rovanje (VRATARIC, 2004.; JANICKI i sur., 2007.). Svinja
divlja je naSa autohtona divljac koju prema Zakonu o lovstvu (ANONIMUS, 2018.b) ubrajamo
u krupnu divlja¢ zasti¢enu lovostajem. Vepar i krmaca su odrasle jedinke, prasad su mladi do
godine dana starosti, dok mlade od prve do kraja druge godine Zivota nazivamo nazimad
(DARABUS i JAKELIC, 2002.; JANICKI i sur., 2007.) Svinja divlja ima snaZno tijelo i noge,
zbijen i plosnat trup, klinastu glavu s dugac¢kim rilom koje je veoma miSi¢avo (CAR, 1967.;
VRATARIC, 2004.). Jedna od znacajki divljih svinja je snazno razvijeni prednji dio tijela te
postotno izrazen omjer prednjeg i straznjeg dijela tijela iznosi 70:30. Svinja divlja visoka je u
grebenu i do 110 cm, tijelo joj je duljine do 155 cm, a duljina repa iznosi 15-20 cm. Tezina je
razli¢ita, masa krmaca do 150 kg, a veprova i do 300 kg (DARABUS i JAKELIC, 2002.;
JANICKI i sur., 2007.). Tijelo svinje divlje pokriveno je ostrim, tvrdim ¢ekinjama tamnosmede
do crne boje ¢ija je karakteristika da nemaju jedinstven vrh nego se svaka ra¢va u nekoliko
dijelova. Dla¢ni pokriva¢ ¢ini i kra¢a, mekSa poddlaka te osjetilne dlake na dijelovima glave.
kestenjave boje, a sa svake strane tijela nalaze se po dvije tamne, uzduzne pruge. Takva
karakteristi¢na obojenost prasadi naziva se livreja, a gubi se ujesen prvim linjanjem (CAR,

1967.; VRATARIC, 2004.; JANICKI i sur, 2007.). Sekundarna spolna oznaka i karakteristika



muzjaka je vezivnotkivno zadebljanje potkozja plecke s elementima hrskavice koji nazivamo
slin, a koji sluzi veprovima kao $tit protiv predubokih uboda i zareza od strane protivnikovih
kljova (CAR, 1967.; JANICKI i sur, 2007.). Jos$ jedna od znacajki svinje divlje su trajno rastuci
zubi o¢njaci koji su puno jace razvijeni kod vepra nego kod krmace. O¢njake vepra U gornjoj
Celjusti nazivamo brusaci, a u donjoj su sjekaci. Zajedno, i gornji i donji ¢ine kljove koji su
ujedno trofej divlje svinje. O¢njaci kod krmaca su manji i rastu samo odredeno vrijeme te ih
nazivamo klice (VRATARIC, 2004.; JANICKI i sur., 2007.). Svinje divlje su svejedi koji se
hrane razli¢itom biljnom hranom kao $to su zitarice, trava, Sumski plodovi i voce. Kesten i zir
su im najomiljenija biljna hrana, dok od hrane zivotinjskog podrijetla najées¢e konzumiraju
gusjenice, razliite licinke 1 strvine, ali i sitne glodavce, mladuncad te ranjenu ili bolesnu
divlja¢. Parenje divljih svinja nazivamo bucanje, pocetak prvenstveno ovisi o prehrambenim
prilikama, a traje od sredine jeseni do prosinca. Bredost krmaca traje oko 117 dana, a veéina
krmaca se oprasi u razdoblju od ozujka do travnja. Broj prasadi po krmaci nekada je iznosio od
4 do 6, a danas moze iznositi i do 12. Zivotni vijek divljih svinja iznosi i do 25 godina (JANICKI

i sur., 2007.).
2.4. Grada jetre

Jetra je najveca zlijezda u tijelu koja ima egzokrinu i metabolicku funkciju te sluzi kao
skladiste glikogena, a u mladih Zzivotinja i kao hematopoetski organ. SmjeStena je u
intratorakalnom dijelu trbusne Supljine odmah iza oSita te je kod prezivaca zbog buraga
potisnuta gotovo potpuno u desnu polovicu trbuha. U biljojeda ¢ini oko 1-1,5 % tjelesne mase,
a kod svejeda oko 2-3% (KOZARIC, 1997.;: KONIG i LIEBICH, 2005.). Jetra je gradena od
nekoliko tipova stanica, od kojih su najbrojniji hepatociti, Kupfferove stanice te stanice
bilijarnog epitela. Povrsina je prekrivena vezivnotkivnom Glissonovom ovojnicom iz koje se
odvajaju tracci vezivnog tkiva i oni dijele jetreni parenhim na osnovne strukturne i funkcionalne

jedinice, odnosno jetrene reznjice (lobus hepatis). U jetrenom reznji¢u razlikujemo periferno,



intermedijalno i centrolobularno podrucje. Jetrene stanice su poligonalnog oblika, mogu imati
jednu ili dvije okrugle i centralno smjestene jezgre s dobro vidljivom jezgricom. Membrane
hepatocita okrenute prema sinusoidama te dijelovi membrane koji tvore stjenku zuénih kapilara
sadrze brojne mikrovile koje povecavaju povrsinsko podrucje hepatocita i time olaksavaju
preuzimanje tvari koje se nalaze u plazmi kao §to su bilirubin i aminokiseline, ali i lu¢enje
produkata jetrenog metabolizma kao §to su lipoproteini i ¢imbenici gruSanja. Sinusoide su
intralobularne kapilare koje se medusobno spajaju i tvore mrezu oko jetrenih stanica. Stjenka
im je gradena od endotelnih i Kupfferovih stanica koja ne prilijeze na membranu jetrenih
stanica, nego se izmedu njih nalazi Disseov prostor prozet finom mrezom retikulinskih vlakana.
U nekih Zivotinja se u njemu nalaze jetrene zvjezdaste stanice (lipociti ili ltoove), slabo
diferencirane mezenhimalne stanice koje imaju sposobnost skladistenja masti i u mastima
otopljenih tvari. Prilikom oStecenja jetre te stanice gube uskladistene tvari i sintetiziraju kolagen
i druge komponente vanstani¢énog matriksa te uzrokuju fibrozu. U endotelnim stanicama
nalazimo otvore pa govorimo o fenestriranom endotelu. Kupfferove stanice se nalaze u lumenu
sinusoida. To su velike, zvjezdaste stanice koje imaju funkciju uklanjanja infektivnih agenasa
1 istroSenih stanica, odredenih tvari poput endotoksina te drugih supstanci iz krvi. Primarnu

ulogu imaju u fagocitozi i uklanjanju imunih kompleksa (ZACHARY i MCGAVIN, 2008.).

Za funkcioniranje jetre veliku vaznost imaju prehrambeni i funkcionalni krvotok.
Prehrambeni krvotok Cine jetrene arterije, a funkcionalni zapocinje portna vena koja ulazi u
jetru na mjestu zvanom porta hepatis, dovodeéi krv iz podruéja crijeva, gusterace i slezene te
predstavlja od 60 do 70% aferentnog jetrenog dotoka krvi. U jetrenim sinusoidama spaja se
prehrambeni i funkcionalni krvotok te se dalje nastavlja odvodni venski sustav jetre

(KOZARIC, 1997.; ZACHARY i MCGAVIN, 2008.).

Zucni sustav jetre s jetrenim stanicama kao ekskretornim dijelom funkcionira sli¢no

slozenoj egzokrinoj Zlijezdi, a sastoji se od Zu¢nih kapilara, zu¢nih kanala i Zu¢ovoda Koji se



ulijeva u dvanaesnik. Zuéne kapilare pocinju slijepo izmedu hepatocita kao uvrnuéa stjenke
susjednih stanica. Stjenka zu¢nih kanali¢a gradena je od jednog sloja kubi¢nih stanica i
vezivnotkivnog omotaca. Interlobularni zZu¢ni kanali¢i spajaju se u lobarne kanale koji na

podru¢ju porta hepatis tvore jetrene zuéne kanale (KOZARIC, 1997.).

2.5. Klinicka slika i patoloSke promjene kod fascioloidoze

Ovisno o vrsti kona¢nog nositelja (tipi¢ni, aberantni, tipa slijepa ulica) razlikuje se
lokalizacija metilja i patoloske promjene u jetri te klinicka slika. Kod tipi¢nog nositelja, u
jetrenom parenhimu nalaze se pseudociste s razmjerno tankom fibroznom stjenkom unutar
kojih su metilji smjesteni najéesce u paru (FOREYT i sur., 1977.; SCHWARTZ i sur., 1993;
PYBUS, 2001.). Kod nositelja tipa slijepa ulica nalazimo pseudocistu s debelom stjenkom u
kojoj je smjesten izolirani metilj, dok kod aberantnih nositelja uglavnom ne dolazi do stvaranja

pseudocista nego nezreli metilji razaraju parenhim jetre stalnim kretanjem.

Kada se bolest ustali na odredenom podrucju, kod tipi¢nih nositelja, u koje ubrajamo i jelena
obi¢noga, uglavnom nema znacajnijih klinickih znakova (SWALES, 1935.; GRIFFITHS,
1962.; FOREYT i1 TODD, 1976.a). Kod invadiranih grla moze se uociti slabiji apetit,
bezvoljnost, anemija, depresija te gubitak tjelesne mase (FOREYT, 1992.), a u odredenim
slucajevima moze do¢i i do uginuca tipi¢nih nositelja (PURSGLOVE i sur., 1977.; BALBO i
sur., 1987.). Od patoloskih promjena na jetri Se uocavaju zadebljali rubovi, fibrozne priraslice
po serozi te povecanje jetre kao posljedica stvaranja fibroznih inkapsuliranih pseudocista
ispunjenih zrelim metiljima (PYBUS, 2001.). Osim fibrina, po povrsini jetre vide se i rasprsene
naslage tamnog pigmenta, a u tkivu jetre su pseudociste razli¢itih veli¢ina ispunjene smedom
mukoznom tekuéinom (KARAMON i sur., 2015.). Zeljezo porfirin je tamni pigment, crne ili

tamno zelene boje, koji je nusprodukt razgradnje krvi u crijevima nezrelih i zrelih metilja te



predstavlja karakteristi¢an nalaz za invaziju velikim americkim metiljem (CAMPBELL, 1960.;
BLAZEK i GILKA, 1970.; CHROUST, 1987.). Prestankom migracije metilja kroz jetreni
parenhim dolazi do stvaranja pseudociste tankih stjenki. Uloga ove pseudociste je sprijeciti
daljnju migraciju metilja i izolirati ga (PYBUS, 2001.). U pseudocisti se nakuplja sve vise
tamno zelene tekucine te zbog pritiska dolazi do atrofije okolnog jetrenog parenhima
(SWALES, 1935.). Zu¢ovod je komunikacijski kanal izmedu pseudocista i tankog crijeva preko
kojeg raspadni produkti metabolizma s jajaScima metilja izlaze u probavni kanal nositelja te
dolaze u vanjski okolis (CONBOY i STROMBERG, 1991.). Aberantni nositelji kao $to je srna
obi¢na ne uspijevaju zaustaviti migraciju metilja pa je kod njih karakteristican izostanak
stvaranja pseudocista uz jako razaranje jetrenog parenhima, nekroze i perforacije jetrene
kapsule uz moguénost perforacije i drugih trbusnih i prsnih organa (FOREYT i TODD, 1976.b;
FOREYT i LEATHERS, 1980.). Uslijed opseznih razaranja jetrenog tkiva i izraZzenih krvarenja
uginuca nisu rijetka pojava. Kod nositelja tipa slijepa ulica u koje ubrajamo domace i divlje
svinje, goveda i konje vazan makroskopski znak koji ukazuje na invaziju je prisutnost tamne
pigmentacije u razli¢itim organima (SPAKULOVA i sur., 2003.). Uz ovaj nalaz, vidljiva je i
fibroza te debela stjenka pseudociste unutar koje se nalazi izolirani metilj (PYBUS, 2001.).
Zatvaranje metilja u pseudocistu s izrazito debelom stjenkom postupno dovodi do njegova
uginuca, a klinicki znakovi invazije najéeSc¢e izostaju. Aberantni i nositelji tipa slijepa ulica
predstavljaju zavrSetak razvojnog ciklusa metilja, jer kod njih do danas nije dokazano

izlu¢ivanje jajasaca izmetom.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Podrudja uzorkovanja

Za ovo istrazivanje koristila sam uzorke prikupljene u okviru istrazivackog projekta
Hrvatske zaklade za znanost pod oznakom IP-8963 , Interakcija nositelj-parazit: odnos tri
razli¢ita tipa nositelja prema invaziji metiljem Fascioloides magna“. Uzorci jetara jelena
obi¢noga (n=29) su prikupljeni na podrucju Cetiri Zupanije u Hrvatskoj: Vukovarsko-srijemske
zupanije (prikupljeno je 13 jetri jelena obi¢noga i iz njih su izdvojene ukupno 22 pseudociste);
Pozesko-slavonske Zupanije (n=10, 24 pseudociste); Sisacko-moslavacke Zupanije (n=4, 6
pseudocista) i Bjelovarsko-bilogorske zupanije (n=2, 6 pseudocista). Uzorci jetara divljih svinja
prikupljeni su iz Sisacko-moslavacke zupanije (n=4, 5 lezija koje su indikativne za invaziju sa
metiljem). Prema podacima analiziranih uzoraka u proteklim godinama prevalencija
fascioloidoze u pregledanim uzorcima iz Vukovarsko-srijemske Zupanije bila je 84,2%
(BUJANIC, 2019.), a iz aktualnih podataka od prosle godine u istoj Zupaniji prevalencija iznosi
83,3%, u Sisacko-moslavackoj zupaniji prevalencija je 87,5%, dok je u Pozesko-slavonskoj

Zupaniji prevalencija fascioloidoze 54,0% (JANICKI i KONJEVIC, 2019.).

e

@ Jelen obic¢ni

@ Svinja divija
‘\'\4,\.‘: 9 :
Slika 1. Broj uzoraka u pojedinom podrucju uzorkovanja
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3.2. Makroskopski pregled jetre i uzorkovanje

Jetru smo rezali poduznim rezovima na slojeve debljine od 1 do 2 cm. Svaki izrezani dio

pregledali smo obostrano te utvrdili promjene koje smo opisali kao pseudociste ili migratorne

kanale unutar kojih su bili metilji. Pseudociste smo prema starosti i naravi procesa razvrstali na

mlade, starije i na one u raspadu. 1z svake jetre odabrali smo jedan ili viSe uzoraka pseudocista,

izrezali ga na odsjecak veli¢ine 1 x 1 cm i pohranili u 4 ili 10% - tni puferirani formalin.

3.3. Izrada histoloSkog preparata i histopatoloska analiza

Za izradu histoloskih preparata koriSteni su prethodno fiksirani uzorci jetre. Prilikom

pripreme uzoraka tkiva selektirala su se podru¢ja koja obuhvacaju veé¢im dijelom stjenke

pseudocista i okolno tkivo. Nakon toga su uzorci uklopljeni u parafin. Mikrotomom su izrezani

presjeci na 4 um i obojani su hematoksilin i eozinom (HE). Tijekom histopatoloske pretrage za

svaku pseudocistu na preparatu mjerila sam njenu debljinu pomoc¢u mikroskopa s okularnom

mjernom skalom koju sam prethodno bazdarila pomocu mikrometarske objektne skale.

Tablica 1. Stupnjevanje morfoloskih osobitosti pseudocista

Jajasca

Upalni infiltrat

Pigment

Promjer pseudociste
(cm)

1-20

pojedinacne
stanice

0-50% opsega

**

21-100

5-20

>50% opsega

1-1,9

*kk

>100

>20

U punom opsegu

2 1vise
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Debljinu pseudociste mjerila sam visekratno, na mjestu gdje je najtanja i na mjestu gdje je
najdeblja te dodatno na jos tri nasumi¢no odabrana podrucja nakon ¢ega sam iz dobivenih pet
mjera rac¢unala njihovu srednju vrijednost. Svaku pseudocistu na preparatu detaljno sam
pregledala te odredila promjer pseudociste, koli¢inu jajasaca, upalnog infiltrata i pigmenta koje
sam stupnjevala prema ranije odredenim intervalima (Tablica 1). Takoder sam utvrdila postoje

li znakovi mineralizacije.

3.4. Tehnika bojanja po van Giesonu

Za bojanje po van Giesonu (SUVARNA i sur., 2019.) odabrali smo preparate kod kojih nije

bilo moguce provesti mjerenje na H&E preparatima.
Postupak bojanja:

Nakon izrezivanja i rehidracije preparata koristila se otopina van Giesona sljedece recepture:
50 ml zasi¢ene vodene otopine pirinske kiseline, 9 ml 1% -tne vodene otopine kiselog fuksina

i 50 ml destilirane vode. Bojanje se provelo po sljede¢im koracima:

v’ Deparafinizacija isje¢aka i stavljanje u vodu

v Bojanje jezgre celestine blue hematoksilin sekvencom
v’ Ispiranje vodom

v" Diferencijacija u kiselom alkoholu

v’ Ispiranje vodom

v Bojanje u otopini van Gieson 3 minute

v' Dehidracija u rastu¢im koncentracijama alkohola

v Ciscenje ksilenom i stavljanje u trajni medij

13



4. REZULTATI

U sljede¢im tablicama dan je prikaz nalaza patohistoloskih preparata prema pojedinoj
zupaniji. Promjer pseudociste podijeljen je u tri stupnja gdje je "m" (mala) oznaka za
pseudocistu promjera manjeg od 1 cm, "s" (srednja) oznaka za pseudocistu promjera od 1 do
1,9 cm, a "v" (velika) oznaka za pseudocistu promjera 2 c¢cm i viSe. Pod mikroskopskim
povecanjem 4x odredena je koli¢ina jajasaca na nacin da je broj jajasaca od 1 do 20 oznacéen
kao (*), od 21 do 100 kao (**) te vise od 100 kao (***). Za upalni infiltrat oznaka (*) je
predstavljala pojedina¢ne stanice, oznaka (**) od 5 do 20 stanica, a oznaka (***) vise od 20
stanica. Koli¢ina pigmenta u opsegu od 0 do 50% oznacena je kao (*), u opsegu preko 50% kao

(**), dok je u punom opsegu oznacena kao (***),

Tablica 2. Prikaz nalaza patohistoloSkih preparata uzoraka jelena obi¢noga iz Vukovarsko-
srijemske Zupanije

& S<E 2<4F $<E 2E . B L 9

o 4 o 2240 2245 S5 g5 T i N

= o O S3¥ =23y E83x o Z z S J
fid & a Smz omz %oz Sa > = 5 g

: SHE ZHE g83 zg 2 2 2§

Z ="hE = K ~h 22 < Z

87 5 S

JO-24 A M 2 0,58 1,70 1,03 m Kk *kk *kk ne
JO-24B M 2 0,35 1,60 0,89 m b i s ne
JO-08 A M 5 0,53 3,25 1,34 v ok *hk s ne
JO-08 B M 5 0,18 1,08 0,60 m Kok Kk Kk ne
JO-08 C M 5 0,73 2,00 1,24 s * * sk ne
JO-08 D M 5 0,08 0,88 0,36 m * *hk * ne
JO-07 A M 7 1,48 2,30 1,93 s / s * da
JO-07B M 7 0,53 1,40 0,95 s * *hk * ne
JO-07C M 7 0,53 0,98 0,71 v * *k * ne
JO-23A M 9 0,83 1,95 1,21 v * ok ok ne
JO-09 A Z 3 0,65 1,33 0,97 s * ok sokk ne
JO-09 B Z 3 0,60 1,13 0,91 m * Hokk sk ne
JO-09 C Z 3 0,65 2,38 1,36 m * *hk Hokk ne
JO-10 A Z 3 1,00 2,75 2,05 s / * o ne
JO-26 A Z 3 0,40 1,10 0,60 v / = * ne
JO-28 A V4 5 0,80 1,70 1,30 s ke ok * ne
JO-25 A Z 6 1,30 3,15 1,95 v * *x * ne
JO-25B V4 6 0,25 0,90 0,62 m ok ook *x ne
JO-11 A Z 8 0,50 1,50 1,00 m / ok Hokk ne
JO-11B Z 8 0,18 0,83 0,44 s * * ok ne
Jo-11C z 8 0,25 1,30 0,65 m / ok *k ne
JO-27 A V4 8 0,25 0,80 0,60 s / bl * ne
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Tablica 3. Prikaz nalaza patohistoloskih preparata uzoraka jelena obi¢noga iz Sisacko-

moslavacke zupanije

INTERNI BROJ

JO-06 A
JO-02 A
JO-01B
JO-01 A
JO-14 A
JO-14B

Tablica 4. Prikaz nalaza patohistoloSkih preparata
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INTERNI BROJ

JO-05 A
JO-05B
JO-05C
JO-13A
JO-13B
JO-13C
JO-16 A
JO-03 A
JO-20A
JO-20B
JO-20C
JO-04 A
JO-19B
JO-19A
JO-19C
JO-19D
JO-19E
JO-15B
JO-15A
JO-18 A
JO-18B
JO-18C
JO-18 D
JO-17 A
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0,73
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0,53

MAKSIMALNA
DEBLJINA
STJENKE (mm)

2,00
1,45
3,38
1,33
1,80
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Tablica 5. Prikaz nalaza patohistoloskih preparata uzoraka jelena obi¢noga iz Bjelovarsko-
bilogorske Zupanije
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- o) as] <s W s~Uu = e W xQ ] 4 u 3
zZ e o SJX = JX o 4 &0 < < > =
o4 5 a =Smz Hmz LmZz el = o = o <
i Z Wi ¥ W i QWi <> < SL = o4
= sep Lep Eep g@m 7 = 2
< 1%} =z o»n %) 2 =
;) =
JO-21B Z 3 0,68 1,78 1,28 m / Skk & -
JO-21 A Z 3 0,60 2,35 1,39 v / — * ne
Jo-21C Z 3 0,10 1,00 0,45 v *ox kk S0 -
JO-22 B Z 3 0,80 1,78 1,25 S * ek sk ne
JO-22 A 7 3 1,18 3,13 1,82 S / ek * -
JO-22C Z 3 1,10 2,50 1,67 s / kk * ne

U oznaci internog broja uzoraka brojevi predstavljaju redni broj Zivotinje, a slova A, Bi C

razlicite pseudociste izdvojene iz iste jetre jelena obi¢noga.

Tablica 6. Prosje¢ne debljine stjenki pseudocista prema lokacijama i spolu jelena obi¢noga

Minimalna Maksimalna Prosjena
ZUPANIJA Spol debljina debljina debljina
stjenke (mm) stjenke (mm) stjenke (mm)
Bjelovarsko- Yol 0,10 313 1,31
bilogorska

Pojesko- UkuE)np 0,25 5,08 1,15
slavonska lv\/Iuskl. 0,10 5,08 1,19
Zenski 0,25 2,55 1,00
Sisatko- UkuE)np 0,15 3,75 1,25
moslavacka lv\/[usk{ 0,15 3,38 1,18
Zenski 0,43 3,75 1,40
Ukupno 0,08 3,25 1,03
peiabiey Muski 0,08 3,25 1,03
Zenski 0,18 3,15 1,04

Tablica 6 prikazuje prosjecne vrijednosti morfoloskih parametara svih pseudocisti po

lokacijama uzorkovanja te vrijednosti najmanje i najvece debljine stjenke u pojedinoj Zupaniji.
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Tablica 7. Prosje¢ne vrijednosti debljine stjenki pseudocista prema dobi jelena obi¢noga

STAROST Minimalna debljina Maksimalna debljina Prosje¢na debljina

(god.) stjenke (mm) stjenke (mm) stjenke (mm)
11 0,75 5,08 2,13
9 0,35 3,38 1,04
8 0,10 3,75 0,90
7 0,25 2,50 1,25
6 0,25 3,15 1,27
5 0,15 3,60 1,07
3 0,10 3,13 1,25
2 0,25 2,55 1,00
1 0,63 2,00 1,40

U Tablici 7 prikazani su rezultati minimalne, maksimalne i prosje¢ne debljine stjenke svih

pseudocista odvojenih prema starosti zivotinja.

Tablica 8. Prosjecne vrijednosti debljine stjenki pseudocista prema Sirini (promjeru)
pseudociste i spolu jelena obi¢noga

Sirina (promjer) Minirr_1_alna Maksir_r_malna Prosj_e_éna
pseudociste Spol debljina debljina debljina
stjenke (mm) stjenke (mm) stjenke (mm)
Ukupno 0,08 2,38 0,88
MALA (m) Muski 0,08 2,13 0,77
Zenski 0,25 2,38 1,03
Ukupno 0,10 3,75 1,21
SREDNUJA (s) Muski 0,10 3,60 1,18
Zenski 0,18 3,75 1,25
Ukupno 0,10 5,08 1,26
VELIKA (v) Muski 0,43 5,08 1,39
Zenski 0,10 3,15 1,05

U Tablici 8 morfoloski parametri razdijeljeni su po kriteriju promjera pojedine pseudociste
te su prikazane najmanje, najvece i prosjeéne vrijednosti debljine stjenke pseudocista ovisno i

o samoj Sirini pseudociste podijeljeno prema spolu Zivotinje.
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Grafikon 1. Udio jedinki prema dobi jelena obi¢noga

Grafikon 1 prikazuje udio jedinki prema dobi zivotinja u godinama iz ¢ega se moze vidjeti
da je najveci udio jedinki u dobi od pet godina, a zatim slijede grla od tri godine, pa devet i

osam godina, dok je najmanji udio uzoraka u dobi od jedne godine.
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Grafikon 2. Prikaz vrijednosti debljine stjenki pseudocista (u mm) kod jelena obi¢noga po
lokacijama uzorkovanja

Iz Grafikona 2 i Tablice 6 vidi se da su prosjec¢ne vrijednosti debljine stjenke pseudocista
najnize u Vukovarsko-srijemskoj Zupaniji gledano ukupno te kod muskih Zivotinja, a kod
zenskih Zivotinja najniza je u PozeSko-slavonskoj Zupaniji, dok je odmah iza nje Vukovarsko-
srijemska. Kada gledamo ovisno po spolu, u istoj Zupaniji prosje¢ne vrijednosti su priblizno
iste 1 kod muskih i kod zenskih Zivotinja, u PoZesko-slavonskoj Zupaniji su prosjecne vrijednosti
kod muskih veée nego kod Zenskih, dok su u Sisatko-moslavackoj zupaniji kod Zenskih jedinki
prosjeéne debljine stjenke pseudocista vece nego kod muskih. Isto tako je visoka prosje¢na
vrijednost debljine stjenki zenskih jedinki i u Bjelovarsko-bilogorskoj zupaniji, ali je u toj
Zupaniji i najmanja minimalna debljina stjenke kod zenskih zivotinja. Najve¢a minimalna
debljina stjenke i kod Zenskih i kod muskih Zivotinja je u Sisacko-moslavackoj Zupaniji te je
tamo utvrdena i najveca maksimalna debljina stjenke kod Zzenskih jedinki, dok je najmanja

minimalna debljina stjenke kod Zenskih jedinki u Bjelovarsko-bilogorskoj Zzupaniji. U
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Vukovarsko-srijemskoj Zupaniji utvrdena je najmanja minimalna i maksimalna debljina stjenke
kod muskih, dok je u Pozesko-slavonskoj zupaniji najveca maksimalna kod muskih i najmanja

maksimalna kod Zenskih jedinki.
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Grafikon 3. Prikaz vrijednosti debljine stjenki pseudocista (u mm) kod jelena obi¢noga ovisno
0 dobi zivotinja (u godinama)

U Tablici 7 i Grafikonu 3 vidi se da je najmanja minimalna debljina stjenke pseudociste kod
zivotinja u dobi od jedne i jedanaest godina, ali s obzirom da je samo jedan uzorak u dobi od
jedne godine, ovo nije reprezentativan rezultat za tu skupinu Zivotinja. Zivotinja u dobi od
jedanaest godina ima sve najvece vrijednosti, i minimalne i maksimalne i prosje¢ne debljine
stjenke pseudociste. Najmanje minimalne i prosjec¢ne vrijednosti debljine stjenke ima skupina
zivotinja u dobi od osam godina, $to je vrlo vazan nalaz zbog veceg broja uzoraka u toj skupini
zivotinja. Iz grafikona je vidljivo da maksimalna debljina stjenke pseudociste raste sve do pet
godina starosti, nakon ¢ega pocinje padati, a opet se povecava U jedinki u dobi od osam i

jedanaest godina.
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Grafikon 4. Prikaz vrijednosti debljine stjenki pseudocista prema S§irini (promjeru U cm)
pseudociste i spolu jelena obi¢noga

Grafikon 4 prikazuje morfoloske parametre uzoraka podijeljenih u zasebne skupine ovisno
o promjeru pseudociste te spolu zivotinje. Vidljivo je da vrijednosti minimalne debljine stjenke
kod Zenskih jedinki padaju sa porastom promjera pseudociste, dok kod muskih Zivotinja rastu
sa ve¢im promjerom pseudocisti 1 minimalne 1 maksimalne i1 prosje¢ne vrijednosti debljine
stjenke. Prosje¢na i maksimalna debljina stjenke pseudociste kod Zenskih Zivotinja najveca je

kod srednjeg promjera pseudociste i pada kod velikog promjera.
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Tablica 9. Prikaz nalaza patohistoloskih preparata uzoraka svinje divlje invadirane sa metiljem

F. magna
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Slika 2A (povecanje 4x) i 2C (povecanje 100x): Histoloska grada jetre jelena obi¢noga: granica

izmedu reznjica teSko vidljiva zbog male koli¢ine vezivnog tkiva, HE.

Slika 2B (povecanje 4x) i 2D (povecanje 100x): Histoloska grada jetre svinje divlje: jetreni

reznji¢i jasno ograniceni; izmedu reznjica nalazi se velika koli¢ina vezivnog tkiva, HE.

Slika 3A (povecanje 4x) i 3C (povecanje 100x): HistoloSka grada jetre jelena obi¢noga, van
Gieson.

Slika 3B (poveéanje 4x) i 3D (povecanje 100x): Histoloska grada jetre svinje divlje, van
Gieson.

U ovom istrazivanju patohistoloskom pretragom utvrdeno je da je struktura tkiva jetre
izrazito narusena multifokalnim migracijskim tunelima metilja koji su karakterizirani
promjerom od nekoliko milimetara do nekoliko centimetara, stjenkom zrelog vezivnog tkiva te
lumenom ispunjenim nekroti¢énim debrisom, fibrinskom tekué¢inom, krvarenjima i mjestimice
izrazito brojnim elipticnim do ovalnim jajascima s debelom opnom, ispunjenim amorfnim
eozinofilnim flokuliranim materijalom. Neposredno uz i unutar stjenke ovih tunela kao i
opcenito unutar vezivnog tkiva nalazimo preteZzno granulomatoznu upalu i ve¢im dijelom

limfoplazmacitni, a manje neutrofilni i eozinofilni infiltrat.
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Slika 4. Vezivnotkivna stjenka pseudociste i metilj Fascioloides magna unutar pseudociste,
jelen obi¢ni (JO), HE, povecanje 4X. Vidljivo nepromijenjeno tkivo jetre (*), dio vezivnotkivne
stjenke (crvena strelica) te u Supljini pseudociste (gore desno) dio metilja, pigmenta i
nekroti¢nog debrisa (zelena strelica).

Slika 5. Metilj Fascioloides magna unutar pseudociste ozna¢en zelenom strelicom, JO, HE,
povecanje 100x. Vidljiv dio crijeva (smede boje) i spolnog sustava metilja (*).
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Slika 6. Velika koli¢ina jajasaca metilja Fascioloides magna okruzena vezivnotkivhom
stjenkom, JO, HE, povecéanje 4X.

Slika 7. Jajasca metilja Fascioloides magna, vidljiv poklopac (operkulum) ozna¢en crvenom
strelicom, JO, HE, povecanje 400x.
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Slika 8. Pseudocista koja sadrzi veliku koli¢inu tamno smedeg do crnog pigmenta zeljezo
porfirina, vidljiva plava podrucja upalnih zarista, JO, HE, povecanje 4x.
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Slika 9. Unutar stjenke pseudociste nakupine pigmenta zeljezo porfirina, u Supljini pseudociste
uz pigment vidljiv nekroti¢ni debris i eritrociti, JO, HE, povecanje 4x.
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Slika 11. U upalnom infiltratu prevladavaju limfociti (crvena strelica) i plazma stanice (zelena
strelica) s manjom koli¢inom eozinofila (zuta strelica), JO, HE, povecanje 400x.
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Medije vecine arterija su zadebljale. Multifokalno su sinusoide blago prosirene i ispunjene
eritrocitima ili proteinskom teku¢inom. Multifokalno, uglavnom unutar umnozenog vezivnog
tkiva Cesto se uoCavaju tamnosmede intra ili ekstracelularne pigmentne granule Zeljezo
porfirina. U okolnom parenhimu jetre uocljivo je zadebljano periportalno vezivno tkivo unutar
kojega nerijetko nalazimo poveéani broj bilijarnih duktularnih struktura te infiltraciju limfocita,
plazma stanica i rjede neutrofila. U jednom preparatu unutar Supljine vezivnotkivne kapsule
vidljiv je spolno zreli metilj s naznaenim debelim eozinofilnim tegumentom,
subtegumentalnim stanicama kojima su vidljive samo jezgre, ,,spuzvastom* do ,,mrezastom
rahlom i blijedom tjelesnom Supljinom unutar koje nalazimo nekoliko prereza muskih spolnih
zlijezda sa zrelim spermatozoidima, multiplim vitelarnim zlijezdama, probavnim traktom
ispunjenim sa crnim pigmentom Zzeljezo porfirina, a u pojedinim presjecima vidljiv je i uterus
ispunjen prije opisanim jajascima. Naj¢es¢i nalaz u Supljini pseudociste je nekroti¢ni debris, a
uz njega jajasca i pigmentne granule. Unutar nekroti¢nih promjena uoc€ljiva su multifokalna
zariSta distroficne mineralizacije. Na nekim preparatima uz navedene promjene nasli smo
difuznu mikro i makrovakuolarnu distrofiju periportalnih te midzonalnih hepatocita. Jedan od

nalaza su i kolonije kokobacilarnih bakterija.
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Slika 12. Mineralizacija (ljubicasta podrucja) u vezivnotkivnoj stjenki pseudociste, JO, HE,
povecanje 100x.

Slika 13. Supljina pseudociste ispunjena nekroti¢nim debrisom (*), vezivnotkivna stjenka
pseudociste ruzic¢asto-crveno obojana, nepromijenjeni jetreni parenhim zuto-smede obojan, JO,
van Gieson, povecanje 4X.
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Slika 14. Crveno obojana vezivnotkivna stjenka pseudociste, zuto-smede o0bojani

nepromijenjeni hepatociti, JO, van Gieson, povecanje 100x.

U uzorku jetre svinje divlje invadirane sa metiljem Fascioloides magna uocava se
migratorni trakt kojeg €ini stjenka ispunjena sa brojnim eozinofilima, rjede neutrofilima (obje
vrste polimorfonuklearnih stanica pokazuju kariorekti¢ne i piknoti¢ne promjene), opseznim
nekroti¢nim debrisom, pigmentom metilja te rijetkim eritrocitima. Inkorporirano uz vanjsku
stranu vezivnotkivne stjenke nalazimo upalni infiltrat sac¢injen od limfocita, plazma stanica,
eozinofila, kao i brojnije nakupine zeljezo porfirina. U okolnom parenhimu jetre uocava se
blago izrazenije interlobularno vezivno tkivo unutar kojeg nalazimo multifokalne nakupine

eozinofila i limfocita.
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Slika 15. Vezivnotkivna stjenka pseudociste (crvena strelica) unutar koje se nalaze nekroti¢ni
debris, Zeljezo porfirin i eritrociti (*), svinja divlja (SD), HE, povecanje 4x. Uz vanjsku stranu
stjenke nalazi se upalni limfocitni infiltrat (zuta strelica).

Slika 16. Unutar nepromijenjenog jetrenog parenhima zuto-smede boje vidljivi tracci vezivnog
tkiva koji dijele jetreni parenhim na jetrene reznji¢e, vezivnotkivna stjenka pseudociste
ruziCasto-crvene boje, unutar Supljine pseudociste nalazi se nekroti¢ni debris (*), SD, van

Gieson, povecanje 4x.

32



U uzorcima jetara divljih svinja invadiranih sa metiljem Fasciola hepatica uocavaju se
prosireni i zadebljani ogranci zu¢ovoda. Stjenka zu¢nog kanala je sa vanjske strane okruzena
debelom fibroznom kapsulom s izrazenom kolagenoznom komponentom. Luminalni dio ¢ine
brojne krac¢e papilarne proliferacije kuboidalnog ili prizmaticnog epitela (hiperplasti¢an
bilijarni epitel) koji je naslojen obilnim svijetlo eozinofilnim do amfofilnim proteinskim
materijalom - sluzi. Unutar samog lumena Zu¢nog kanala uocljiv je i raznoliki, obilati nekroti¢ni
detritus. Kompletna stjenka zu¢nog kanala je obilnije infiltrirana brojnim eozinofilima, nesto
manje limfocitima te pojedinacnim plazma stanicama, makrofagima i neutrofilima. U okolnim
jetrenim reznjevima uocavaju se multifokalne izrazenije dilatacije sinusoida i krvarenja, slabiji
periportalni limfoplazmacitni infiltrat, duktularna bilijarna reakcija te pojedinacni reznjevi sa
izrazenijom mikro ili makrovakuolarnom degeneracijom hepatocita. U jednom od preparata,
unutar lumena zuénog kanala uocava se adultni metilj karakteriziran debelim eozinofilnim
tegumentom s nejednoliko rasporedenim Siljcima, uskim subtegumentalnim slojem
muskulature, mrezastim tj. spuzvastim parenhimom unutar kojeg nalazimo nekoliko prereza
muskih spolnih Zlijezdi sa zrelim spermatozoidima te probavnim sustavom s visokim

prizmati¢nim stanicama.
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Slika 17. Metilj Fasciola hepatica unutar lumena lumena zuénog kanala, SD, HE, povecanje
4x. Vidljiv eozinofilni tegument sa $iljcima, subtegumentalni sloj muskulature, mrezasti
parenhim unutar kojeg se nalaze muske spolne zlijezde () te probavni sustav (crvena strelica).

Slika 18. Dilatirani i zadebljani ogranak zuc¢ovoda unutar kojeg se nalazi metilj F. hepatica,
SD, HE, povecéanje 4x. Vidljiva stjenka zu¢nog kanala koja je s vanjske strane okruzena
debelom vezivnotkivhom stjenkom (crvena strelica), papilarne proliferacije (zelena strelica) te
sluz (*).

34



Slika 19. Dio metilja F. hepatica unutar zuénog kanala (gore desno), vezivnotkivna stjenka
zu¢nog kanala ruzi€asto-crveno obojana, nepromijenjeni jetreni parenhim Zuto-smede obojan,
SD, van Gieson, povecanje 4X.
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Slika 20. Stjenka zu¢nog kanala infiltrirana brojnim eozinofilima (crvene stanice), nesto manje
limfocitima te pojedina¢nim plazma stanicama, makrofagima i neutrofilima, SD, HE,
povecanje 100x.
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5. RASPRAVA

Ulaskom u organizam nositelja svaki parazit predstavlja strano tijelo za nositelja i pokrece
cijeli niz obrambenih reakcija kojima ga se nastoji izlu¢iti iz organizma. S obzirom da metilj
Fascioloides magna predstavlja nezaviajnu vrstu parazita na na$im prostorima tako ovdje
mozemo, unato¢ Cinjenici da je jelen obi¢ni naveden kao tipicni nositelj, 1 u slucaju jelena i
svinje divlje govoriti 0 razmjerno novoj zajednici nositelj-parazit. Drugim rije¢ima, rije¢ je 0
odnosu koji se jos razvija 1 kod kojega je moguce jos kroz dulje vrijeme promatrati odredene
promjene. Primjeri takvih promjena na genskoj razini vidljivi su iz istrazivanja BUJANICA
(2019.) koji donosi potvrde o odredenim promjenama kod jelena obi¢noga, gdje su unato¢
razmjerno kratkom razdoblju od 20-tak godina vidljive naznake prilagodbe na ovog parazita.
Sli¢no su potvrdene i makroskopske promjene kod drugog pripadnika porodice jelena, srne
obi¢ne, koja kao aberantni nositelj pokazuje pojavu pseudocista, ¢ime bi se zna¢ajno smanjila
smrtnost i olakSalo lijeGenje ove vrste (KONJEVIC i sur., 2018.). Kona¢no, kako se
prilagodavaju 1 nositelji, tako niti parazit ne zaostaje u ovom dinami¢nom odnosu te su
KONIJEVIC i sur. (2017.) utvrdili kod svinje divlje kao nositelja tipa slijepe ulice osim klasi¢ne
pseudociste s debelom stjenkom i pseudocistu s tankom stjenkom, koja bi potencijalno metilju
ipak pruzila priliku za nastavak ciklusa. Pored toga, pronadena su i jajasca koja ukazuju na
spolnu zrelost metillja, koja se ne navodi kao pravilo kod ovog tipa nositelja (KRALOVA-
HROMADOVA i sur., 2016.). Ove spoznaje su od iznimna znacaja za razumijevanje odnosa
nositelj-parazit, kao i za planiranje zahvata u populaciju s ciljem kontrole bolesti. Naime, kao
nezavicajni parazit, ovaj metilj je prouzrocio velike probleme u uzgoju i zastiti pojedinih vrsta
divlja¢i u proteklih dvadeset godina u naSoj zemlji. Ovo je razvidno i iz Cinjenice da je
Ministarstvo poljoprivrede odredilo po prvi puta i mjere za kontrolu ove bolesti na podruc¢ju
Posavine (ANONIMUS, 2018.a). U ovom istrazivanju istodobna invazija metiljem

Fascioloides magna i metiljem Fasciola hepatica utvrdena je samo u svinje divlje, dok su jeleni
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bili invadirani isklju¢ivo velikim americkim metiljem. Ovakav nalaz u jelena je u skladu s
nalazom KONJEVIC i sur. (2011.) koji tvrde o rijetkom nalazu metilja F. hepatica u jelena na

fascioloidoznim podrucjima.

Ulaskom mladoga metilja u jetreno tkivo zapocinje njegova migracija i hranjenje tkivom i
krvlju, uslijed ¢ega nastaju migratorni kanali i razaranje jetrenoga parenhima. Gledano na
histoloSkom nivou razvidno je da organizam zapoc¢inje obranu u vidu granulomatozne upale i
proliferacije vezivnoga tkiva ¢ime se s jedne strane nastoji usmrtiti parazita, a s druge strane
izolirati ga od tkiva nositelja. Ovdje se moze postaviti i pitanje razloga za migracijom metilja
kroz jetru. Prema do sada utvrdenom jedan od razloga moze biti potraga za partnerom, s
obzirom da su u pseudocistama uglavnom smjeStena po dva metilja, ali drugi, mozda i
vjerojatniji razlog moze biti izbjegavanje imunosnog odgovora. Naime, CHAUVIN 1 sur.
(1996.) su na primjeru pokusne invazije ovaca metiljem Fasciola hepatica zaklju¢ili kako mladi
metilj stalnom migracijom zapravo ostaje korak ispred imunosnog sustava. Jednom kada metil]
prestane s migracijom moguce je stvaranje pseudociste. Dobiveni rezultati ukazuju na to da se
lokalni odgovor organizma u slu¢aju jelena obi¢noga temelji primarno na limfocitima, a manjim
dijelom na neutrofilima i eozinofilima. U slu¢aju svinje divlje primjetan je veci udio eozinofila
koji su zastupljeniji u Supljini pseudociste u odnosu na vezivnotkivnu stjenku. Prema
OVINGTON i BEHM (1997.) na primjeru invazije metiljem Fasciola hepatica povec¢an udio
eozinofila moguce je utvrditi u po€etnim tjednima nakon invazije, dok s njenim trajanjem raste
udio limfocita, a smanjuje se udio eozinofila. Slicno smo utvrdili i u ovom istrazivanju kod
jelena gdje smo primijetili da na podrucju reaktivne upale oko migratornog kanala nalazimo
nesto veci udio eozinofila, iako 1 dalje dominiraju limfociti. Podsje¢am da je u drugim uzorcima
od jelena vidljivo ve¢i udio limfocita. S obzirom da u uzorcima od divljih svinja nije bilo Zivih
metilja, vec¢ je rije¢ o pseudocistama debelih stjenki s raspadnutim metiljima predmnijevamo

kako je rije¢ o starijem procesu te da vec¢i nalaz eozinofila ne mozemo pripisati pocetnoj fazi

37



invazije. Ovdje se moramo osvrnuti i na ulogu eozinofila u upalnom odgovoru na parazita.
Naime, dok je nedvojbena Cinjenica da eozinofili nastoje usmrtiti parazita, postoji upitna
njihova uloga u potencijalnom daljnjem ostecenju tkiva (HUANG i APPLETON, 2016.).
Nadalje, na primjeru invazije oblicem Trichinella spp. u miseva FABRE i sur. (2009.) su
zakljucili kako nedostatak eozinofilnog odgovora dovodi do povecanog ugibanja liCinki
trihinela. Ocito je u ovom slucaju rije¢ o modulaciji imunosnog odgovora kroz pojacanu

produkciju IFN-y, a smanjenu produkciju IL-4. Op¢enito gledano, sli¢ne histoloske promjene

u jelenskim jetrama kao i u ovom istrazivanju utvrdene su na primjeru jelena lopatara kao
drugog tipi¢nog nositelja (KARAMON i sur., 2015.; TRAILOVIC i sur., 2016.), a prethodno
jednim dijelom i kod jelena obi¢noga (BECK i sur., 2008.). Pored navedenoga, sli¢nu dilataciju
sinusoida kod jelena obi¢noga opisali su i BECK i sur. (2008.). Prosirenje sinusoida i
zadebljanje stjenke arterija moglo bi se dijelom dovesti i u svezu s potencijalnim porastom
intrahepati¢nog krvnog tlaka. Naime, razvidno je tijekom parazitoloskih pretraga da su
invadirane jetre, posebice kada je rije¢ o tezim invazijama, izrazito tvrde konzistencije (zbog
vece razvijenosti vezivnog 1 oziljnog tkiva). Kada se tome jo$ pridoda 1 veliki broj pseudocista,
za ocCekivati je da odnosi tlakova u tkivu jetre i pritisak na vene i arterije viSe nisu jednaki.
Upravo tome u prilog mogla bi govoriti i zamijeCena pojava proSirenja sinusoida i zadebljanje
arterija, koje s miSi¢nim dijelom stjenke imaju dulje vrijeme potencijal odgovora na povecani
pritisak. Pored ovih promjena na krvnim Zilama, valja napomenuti kako su MARINKOVIC i
sur. (2013.) utvrdili i vakuolizaciju glatkih misiénih i endotelnih stanica krvnih zila jelena
lopatara s fascioloidozom. Ovakve su promjene moguce i zbog unosa bakterija iz crijeva

tijekom migracije metilja.

Za razliku od jelena, podaci o histoloskim promjenama u jetrama divljih svinja invadiranih
velikim ameri¢kim metiljem, izuzev KONJEVIC i sur. (2017.), nisu prisutni u dostupnoj

literaturi. S obzirom na navedeno ovdje opisani histoloski opis jetara divljih svinja invadiranih
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ovim metiljem je prvi takav prikaz. Ipak, pored razlike u strukturi stanica koje okruzuju metilja
u jetrenom tkivu razvidna je i veéa razvijenost vezivnoga tkiva u parazitoloski negativnim
jetrama svinje divlje. Ovo je znacajno u promatranju razlika izmedu jelena obi¢noga i svinje
divlje u odgovoru na parazita, jer veca "sklonost" vezivnome tkivu potencijalno daje i osnovu

za jacu vezivnotkivnu reakciju i stvaranje pseudociste s debljim stjenkama u jetri svinje.

Na pojedinim pseudocistama kod jelena obi¢noga vidljiva je znatnija razlika u debljini
stjenke na njenim razli¢itim dijelovima. Moguce je da je rije¢ o kosom rezu stjenke ili je pak
zbog razli¢itih odnosa u jetrenom tkivu na pojedinim dijelovima pseudociste doslo do jaceg ili
slabijeg razvoja vezivnoga tkiva. Takoder je primijeceno da su razlike u debljini stjenke manje
kod "malih" pseudocista, odnosno moglo bi se reé¢i da je debljina stjenke ujednacenija cijelim
opsegom pseudociste. Pigment nalazimo u ve¢oj koli¢ini kod "malih" pseudocista $to je vidljivo
u uzorcima JO-08 A/B/C, JO-25 A/B, JO-14 B/A, JO-20 A/B, JO-15 A/B, JO-21 A/C i J0O-22
A/B. Ovdje takoder treba navesti kako postojanje pigmenta zeljezo-porfirina mozemo smatrati
karakteristiénim znakom za fascioloidozu s obzirom da isti nije utvrden u slu¢aju fascioloze. S
druge strane, koli¢ina upalnog infiltrata je ve¢a u slu¢aju "velikih" pseudocista, primjerice kod
uzoraka JO-08 A/C i JO-20 A/B. U konac¢nici, utvrdeno je u pravilu da trajanjem procesa kod
jelena i sama stjenka postaje deblja te se povecava koli¢ina pigmenta, dok se smanjuje koli¢ina
upalnog infiltrata. Pojedine srednje i velike pseudociste ispunjene velikom koli¢inom jajasaca
imale su tanku stjenku $to je moguca posljedica izostanka komunikacije iste sa Zu¢ovodom,
uslijed Cega se povecava tlak unutar pseudociste pa ona raste, a stjenka se stanjuje. Pojava
ovakvih pseudocista govori u prilog jos uvijek nepotpunoj prilagodenosti jelena obi¢noga na
ovog parazita. Prosje¢na debljina stjenke pseudociste najmanja je u Vukovarsko-srijemskoj
zupaniji (1,03 mm) te se povecava u smjeru Sirenja fascioloidoze prema Bjelovarsko-
bilogorskoj Zupaniji gdje je najveca (1,31 mm). Moguce objasnjenje za OvVU pojavu je u ¢injenici

da je bolest najduze prisutna na isto¢nom dijelu zemlje, pa je dijelom doslo do uspostave trajnog
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fascioloidoznog zarista i vece prilagodenosti metilja na novog nositelja i suprotno. Nasuprot
tome, prema sredi$njoj Hrvatskoj organizam nositelja se jo§ uvijek brani burnijom reakcijom

tkiva.

Specificnost istrazivanja slobodnozivuéih divljih zivotinja vidljiva je i u ovome radu kroz
prisutnost odredenih ¢imbenika na koje se nije moglo utjecati. Tako je primjerice broj uzoraka,
spolna kategorija 1 nac¢in uzimanja uvelike uvjetovan terenskim dijelom koji pak ovisi o lovnoj
sezoni, planu odstrjela prema lovnogospodarskoj osnovi, kao i zainteresiranosti vanjskih
dionika (lovacka drustva) za terensko uzorkovanje. Naime, osobitosti lovnih dogadaja
onemogucavaju stalnu prisutnost istrazivaca na terenu. Isto tako, unato¢ koristenju okularne
mjerne skale treba imati na umu i potencijalnu neobjektivnost prilikom prosudbe debljine
stjenke zbog subjektivnog mjerenja od strane ¢ovjeka, a ne pomocu racunalnih programa. S
obzirom na veli¢inu pseudocista kod fascioloidoze koje su najéesce jako velike, u ovom
istrazivanju utvrdene su u najve¢em postotku velike pseudociste (36,2%), zatim srednje
(34,5%), dok je najmanje bilo malih pseudocista (29,3%) $to predstavlja problem tijekom
uzorkovanja uzoraka pseudociste zbog veli¢ine uzorka i veli¢ine prikladnog kontejnera za

fiksaciju.

Konacno, valja naglasiti da do sada nisu radena istrazivanja ovog tipa, 0dnosno da u nama
dostupnoj literaturi nema istrazivanja koja sistemati¢no prikazuju patohistoloske promjene u

jetri jelena obi¢noga i svinje divlje uzrokovane velikim ameri¢kim metiljem.

40



ZAKLJUCCI

U upalnom infiltratu invadiranih jetara jelena obi¢noga prevladavaju limfociti, a zatim
slijede neutrofili i eozinofili

U upalnom infiltratu invadiranih jetara svinje divlje prevladavaju eozinofili, a zatim
neutrofili i limfociti

Neinvadirane jetre svinje divlje imaju razvijenije vezivno tkivo u odnosu na jetre jelena
obi¢noga

Ovisno o spolu, vrijednosti minimalne debljine stjenke pseudociste s porastom njenog
promjera kod kosuta padaju, a kod jelena rastu

Utvrdeno je zadebljanje medije veéine arterija te proSirenje sinusoida Sto se moze
dovesti u svezu s porastom intrahepati¢noga tlaka

Najcesc¢i nalaz u Supljini pseudociste je nekroticni debris, a uz njega jajasca i pigmentne

granule
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8. SAZETAK

Patohistoloske osobitosti jetara kod fascioloidoze jelena obi¢noga i svinje divlje

Metilj Fascioloides magna je nezavicajna vrsta parazita na nas§im prostorima pa unato¢ ¢injenici
da je jelen obi¢ni naveden kao tipi¢ni nositelj, mozemo govoriti o razmjerno nedavno
uspostavljenoj zajednici nositelj-parazit, dok svinja divlja predstavlja nositelja tipa slijepe ulice.
Predilekcijsko mjesto parazitiranja ovoga metilja je jetra u kojoj on migracijom narusava
strukturu jetrenog tkiva, dok jetra reagira obrambenim mehanizmima. Prikupljeno je 29 jetara
jelena obi¢noga iz Cetiri zupanije (Vukovarsko-srijemska, PozZesko-slavonska, Sisacko-
moslavacka i Bjelovarsko-bilogorska) iz kojih je izdvojeno ukupno 58 pseudocista te 4 jetre
svinje divlje iz Sisacko-moslavacke Zzupanije iz kojih su izdvojene 4 lezije indikativne za
invaziju metiljem. Histoloski preparati izradeni su iz odabranih podrucja uzoraka koja su
obuhvacala ve¢im dijelom stjenku pseudociste i okolno tkivo nakon ¢ega su obojani metodama
H&E i van Gieson. Izmjerene su debljina stjenke i promjer pseudociste te je odredena koli¢ina
jajaSaca, upalnog infiltrata, pigmenta te postojanje znakova mineralizacije. Neinvadirane jetre
svinje divlje imaju razvijenije vezivno tkivo u odnosu na jetre jelena obi¢noga. U upalnom
infiltratu invadiranih jetara jelena obi¢noga prevladavaju limfociti, a zatim slijede neutrofili i
eozinofili, dok kod svinje divlje prevladavaju eozinofili, a zatim neutrofili i limfociti. Ovisno o
spolu, vrijednosti minimalne debljine stjenke pseudociste s porastom njenog promjera kod
koSuta padaju, a kod jelena rastu. Utvrdene su promjene na okolnim krvnim Zilama, zadebljanje
medije vecine arterija te proSirenje sinusoida. Naj¢es¢i nalaz u Supljini pseudociste je nekroticni
debris, a uz njega jajasca i pigmentne granule. Ovo je prvo istrazivanje koje sistemati¢no
pristupa opisu i stupnjevanju mikroskopskih lezija uzrokovanih metiljem F. magna u jetri jelena

obi¢noga i svinje divlje.

Kljuéne rije¢i: Fascioloides magna, jelen obic¢ni, svinja divlja, jetra, pseudocista
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9. SUMMARY
Pathohistological characteristics of livers in red deer and wild boar with

fascioloidosis

Fascioloides magna is a non-native trematode species in Croatia. Despite the fact that the red
deer is a definitive final host, we can classify this relationship as a recently established host-
parasite association. Wild boar is classified as a dead-end host. The migration of young flukes
through the liver induces extensive tissue damage, while liver responds initiating various
defence mechanisms. We collected 29 samples of red deer livers from four counties
(Vukovarsko-srijemska,  Pozesko-slavonska, Sisacko-moslavacka, and Bjelovarsko-
bilogorska) from which 58 pseudocysts were isolated and 4 wild boar livers originating from
Sisacko-moslavacka County, with 4 isolated lesions suggestive to be caused by flukes.
Histological preparations were made from selected areas that cover most of the wall of
pseudocysts and surrounding tissues. Sections were stained using H&E and van Gieson
methods. Non-infected wild boar livers have more pronounced connective tissue than those of
red deer. Inflammatory infiltrate in red deer livers contains predominantly lymphocytes,
followed by neutrophils and eosinophils. In wild boar it is formed of mainly eosinophils,
followed by neutrophils and lymphocytes. According to sex, minimal values of pseudocyst wall
thickness in hinds decreases with pseudocyst diameter, while it increases in males. Thickening
of blood vessels media and dilatation of sinusoids was observed in areas surrounding
pseudocysts. The most common finding in the pseudocyst included necrotic debris, fluke’s
eggs, and pigmented granules. This is the first study that systematically describes microscopic

lesions caused by F. magna in the livers of red deer and wild boar.

Key words: Fascioloides magna, red deer, wild boar, liver, pseudocyst
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10. ZIVOTOPIS

Rodena sam 23. rujna 1994. godine u Zagrebu. Osnovnu Skolu Sesvetski Kraljevec
upisala sam 2001. godine te njenim zavrSetkom 2009. sam krenula u XV. gimnaziju u
Zagrebu. Veterinarski fakultet u Zagrebu upisala sam 2013. godine te sam sada studentica
XIl. semestra Seste godine. Za vrijeme studija bila sam demonstrator na Zavodu za
veterinarsku patologiju i Zavodu za anatomiju, histologiju i embriologiju. 2017. godine
dodijeljena mi je Rektorova nagrada za timski znanstveni rad pod naslovom "Ekspresija Ki-
67 biljega proliferacije u karcinoma apokrinih zlijezdi analnih vre¢ica pasa". U rujnu 2018.
na "5 International Vet-Istanbul Group Congress & 8™ International Scientific Meeting
Days of veterinary medicine-2018" usmeno sam izlozila rad pod naslovom "Ovarian
carcinoma in a roe deer (Capreolus capreolus L.)". U listopadu 2018. godine objavljen je
znanstveno istrazivacki rad: Skvorc i sur., "Primjena inkrementnih linija u tvrdim zubnim
tkivima u procjeni dobi srne obi¢ne (Capreolus capreolus L.)" u ¢asopisu Hrvatski
veterinarski vjesnik. 2019. godine na "The International Symposium on Animal Science
ISAS" izlozila sam rad "Fascioloidosis and fasciolosis in wild boar (Sus scrofa L.) on
histological level™ te sam iste godine primila Rektorovu nagradu za individualni znanstveni
rad pod naslovom "Patohistoloske osobitosti lezija uzrokovanih metiljem Fascioloides

magna u jelena obicnoga".
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