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Sazetak

U ovom radu predstavljeni su rezultati istraZzivanja prisutnosti protozoarnog nametnika
Cryptosporidium spp. sredozemne dagnje (Mytilus galloprovincialis) izlozene antropogenom
utjecaju, kao i ucinkovitost proCiS¢avanja bakterije Escherichia coli iz dagnji smjeStenih u
pokusnom sustavu za proc¢iS¢avanje Instituta za oceanografiju i ribarstvo u Splitu. Analizirane
jedinke prikupljene su na uzgajaliStu Stipan Jaz u Marini pokraj Trogira, postavljene u
pergolare, te ostavljene dva dana na morskoj lokaciji izlozenoj antropogenom izvoru
mikrobioloSkog oneciS¢enja. Istrazivanje prisutnosti Cryptosporidium spp. dalo je negativne
rezultate, na $to su mogli utjecati razli¢iti ¢imbenici (niska koncentracija ili nedostatak oocista
prisutnih u moru, razrjedenje oocista zbog slatkovodnog dotoka, kemijski i fizicki cimbenici).
Istrazivanje koncentracije bakterije E. coli te u€inkovitosti procis¢avanja dalo je oCekivane
rezultate. Koncentracija E. coli kod neproc¢is¢enih dagnji netom stavljenih u sustav za
procis¢avanje je bila visoka, Sto ukazuje na znacajno mikrobiolosko oneciS¢enje podrucja u
kojem su dagnje bile postavljene, te uCinkovitost dagnji u koncentriranju E. coli. Rezultati
procis¢avanja pokazali su nagli pad koncentracije E. coli u prvih 12 sati procis¢avanja, nakon
cega je slijedila blaga stagnacija tj. sporiji pad koncentracije E. coli nakon 24 i 48 sati
procis¢avanja. Takoder je primijeceno da je koncentracija E. coli nakon 48 sati prociS¢avanja
smanjena na iznos manji od najmanje dozvoljene koncentracije za uzgojno podrucje A (<230
E. coli/100 g tkiva i meduljuSturne tekucine). Temeljem toga se moze zakljuciti da u
specificnim okolnostima Cryptosporidium spp. ne predstavlja rizik za infekciju ¢ovjeka, a
provedeni proces proc¢is¢avanja omogucava uspjesno uklanjanje E. coli iz dagnje.
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Abstract

This paper presents the results of assessment of the protozoan Cryptosporidium spp. presence
in the Mediterranean mussels (Mytilus galloprovincialis) exposed to anthropogenic influence,
as well as the efficiency of purification of the bacterium Escherichia coli from mussels placed
in the experimental purification system of the Institute of oceanography and Fisheries, Split.
Analysed samples collected from the farming site Stipan Jaz in Marina close to Trogir were
placed in plastic nets (pergolas) and left for two days at the marine location exposed to the
anthropogenic source of microbiological contamination. Cryptosporidium spp. presence in the
mussels showed negative results, which could have resulted from a variety of factors (low
concentration or total absence of oocysts in the water column, reduction of oocysts due to
freshwater flow, chemical and physical factors). In contrast, the concentration of E. coli
bacteria and the efficiency of the treatment gave the expected results; the former was high in
untreated mussels placed in the purification treatment system, indicating towards a significant
microbiological contamination of the location under anthropogenic influence, and the
capability of mussels to accumulate E. coli. Purification results showed strong decrease in E.
coli levels in the first 12 hours of purification, after which a slow stagnation i.e. slower
decrease in E. coli levels followed, after 24 and 48 hours of purification. Also, it has been
noted that the concentration of E. coli after 48 hours has been reduced to the levels lower than
the lowest permitted concentration for the farming site A (< 230 E. coli/100 g tissue and
liquor). Based on this, it can be concluded that in specific conditions Cryptosporidium spp.
does not represent a risk for human infection, while the applied purification process enables
successful clearance of E. coli from the mussels.
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1. UVOD

Morska bogatstva su vrlo cijenjen i znacajan izvor hrane na podrucju Sredozemlja, Sto
posebno dolazi do izrazaja posljednjih godina stavljanjem naglaska na zdravu i raznoliku
prehranu sredozemnog tipa. Iznimno vazan udio u toj prehrani ¢ine skoljkasi, koje se moze
konzumirati toplinsko obradene, blago toplinski obradene ili sirove. Skoljkase se stoga Gesto
svrstava u delicije, ali 1 u kategoriju zdravstveno rizi¢ne hrane. Za trziSte naSeg podrucja
iznimno su znacajne plosnata europska kamenica Ostrea edulis i sredozemna dagnja Mytilus
galloprovincialis zbog svojih senzorskih svojstava, mineralnih tvari, visokokvalitetnih
bjelancevina, vitamina te esencijalnih aminokiselina (Masi¢, 2004).

Obzirom da su Skoljkasi filtriraju¢i organizmi, veliku pozornost treba obratiti na
strogu higijensku praksu prilikom rukovanja i sakupljanja skoljkasa, pravovremeno uocavanje
njihovih bolesti, te redovito provodenje zakonom propisanih kontrola prije stavljanja na
trziSte. Prema postojecoj zakonskoj regulativi u RH, ispitivanja ispravnosti Skoljkasa
usredotoCena su na sanitarnu ispravnosti (prac¢enje E. coli) i sadrzaj biotoksina (NN 99/2007),
dok je ispitivanje prisutnosti nametnika stavljeno u drugi plan, ¢ime postoji mogucénost
ugrozavanja zdravlja potrosaca.

Primjerice, nametnici koje se moze posredno naci kod Skoljkasa jesu protisti Giardia
spp. 1 Cryptosporidium spp., koje parazitiraju u kraljeSnjaka, ukljucujuci 1 ljude. U more
najcesce dospijevaju putem fecesa divljih ili domacih zivotinja, ispiranjem tla i otpadnim ili

povrsinskim vodama kontaminiranim cistama.

1.1. Op¢enito o rodu Cryptosporidium

Vrste roda Cryptosporidium se danas smatraju jednim od najvaznijih patogenih
protista za mnoge vrste zivotinja i ¢ovjeka. Put do otkrivanja Cryprosporidium spp. trajao je
gotovo 90 godina, jo§ od 1907. godine kada je Tyzzer opisao jednostani¢ne organizme
smjesStene unutar Zljezdanog tkiva Zeludca misa. Godine 1955. Slavin je pronaSao slicne
tvorbe u crijevu purana (Meleagris gallopavo) te je smatrao da su oni uzro¢nici akutnog
enteritisa, iako je do tada bilo uvrijezeno da su protisti iz roda Cryptosporidium spp.
apatogeni. Slavin je novootkrivenoj vrsti dao naziv Cryptosporidium meleagridis, koji je
kasnije prihvacen kao uzro¢nik kriptosporidioze purana, popracene proljevom i uginu¢ima

(Huzjak, 1999).



Nekoliko desetljeCa nakon prvih Slavinovih istrazivanja i drugi su istrazivac¢i u
brojnim vrstama kraljeSnjaka utvrdili prisutnost kriptosporidija, a posebno znacajni nalazi su
bili u domacih zivotinja i ljudi. Poznato je da su tada ve¢ bila utvrdena brojna oboljenja kod
ljudi koja su bila uzorkovana infekcijama domacih zivotinja, te su kriptosporidije ve¢ tada
svrstane u zoonotska oboljenja. Posljednjih godina posebnu pozornost se daje bolesnicima
oboljelim od sindroma steCene imunodeficijencije (AIDS) i Iljudima podvrgnutim
imunosupresivnoj terapiji zbog dokazane uloge kriptosporidija u pogorSanju stanja kod takvih
osoba (Huzjak, 1999).

Rod Cryptosporidum se sastoji od protozoarnih nametnika koji parazitiraju u
mikrovilnom podru¢ju epitelnih stanica gastrointestinalnog trakta kraljeSnjaka. Nametnik
uglavnom uzorkuje povremeni proljev kod imunokompetentnih osoba, iako infekcija moze
biti kroni¢na 1 za zivot opasna kod osoba koje imaju naruSen imunoloski sustav (Hunter 1 sur.,
2007). Vrijeme inkubacije bolesti je oko sedam dana (Anonimus, 2017), dok sama bolest u
prosjeku traje od Sest do devet dana (Hunter i sur., 2007), iako su zabiljeZeni i slu¢ajevi u
trajanju od 100 do 120 dana (Ryan i sur., 2014).

Oociste Cryptosporidium spp. (Slika 1) su prisutne u velikom broju organskih
uzoraka, stoga se kriptosporidioza moze prenijeti na razlicite nacine, uklju¢uju¢i neposredan
dodir sa zarazenom osobom ili Zivotinjom, te konzumiranjem kontaminirane hrane ili vode
(Xiao, 2010). Pojavom molekularnih alata za karakterizaciju i filogenetsku analizu ovog
nametnika, omogucéen je napredak u razumijevanju biologije, epidemiologije, te javno-

zdravstvene vaznost raznih vrsta Cryptosporidium.

Slika 1. Digitalni prikaz oociste s debelom stijenkom i izlazak sporozoita iz oociste (izvor:

https://www.cdc.gov/parasites/crypto/index.html).



https://www.cdc.gov/parasites/crypto/index.html

1.1.1. Sistematika roda Cryptosporidium

Rod Cryptosporidium pripada koljenu Apicomplexa - truskovci, koji ukljucuje
nametnicke eukariote koji u nekoj fazi zivotnog ciklusa sadrze apikalni (vr$ni) kompleks. Ime
roda je uspostavljeno je 1907. godine, kada je Tyzzer u histoloSkim rezovima uocio
jednostanicne organizme pri¢vrs¢ene na epitelnim stanicama zljezdanog tkiva zeludca misa.
Pretpostavljao je da ti sporozoiti nemaju vidljive spore, nazvavsi ih po grckoj rijeci cryptos
Sto znac¢i skriven. Lager je 1911. godine svrstao rod Cryptosporidium u porodicu
Cryptosporidiidae. Glavno je obiljezje roda Cryptosporidium da parazitiraju uz samu
povrSinu stanice ili u cetkastom porubu staniéne membrane, intracelularno, ali
vancitoplazmatski. Oociste roda Cryptosporidium imaju Cetiri sporozoita bez sporociste
(Levine,1985).

Truskovci Cryptosporidium mogu imati monokseni ili homokseni zivotni ciklus, Sto
podrazumijeva slozen razvoj u organizmu jednog domacina (Levine,1985). Vrsti koju je
pronasao u zljezdanom tkivu zeludca misa, Tyzzer je dao ime Cryptosporidium muris i opisao
sve njene oblike nespolnog 1 spolnog razvoja sporogonije. Do 1955. godine smatralo se da su
kriptosporidije komenzali, kada Slavin 1955. godine publicira nalaz nove vrste,
Cryptosporidium meleagridis (Weber 1 Philip, 1983), uzro¢nika intestinalne kriptosporidioze
praéene proljevom i uginuéem, iz ¢ega je razvidna patogenost nametnika.

Kasnijim istrazivanjima otkriveni su novi domacini i vrste kriptosporidija, a svaka
novootkrivena vrsta ime je dobila sukladno tadaSnjim shvac¢anjima da istovjetno kokcidijama,
1 kriptosporidije pokazuju specificnost prema organizmima domacina (Tyzzer, 1907; Sloper 1
sur., 1982; Tzipori, 1985). I to se medutim pokazalo neto¢nim, kada su 1980. godine Tzipori i
suradnici s oocistama izoliranim iz teladi uspjeSno invadirali telad, svinje, Stakore, zamorcice,
pili¢e, a humanim izolatom miSeve i janjad (Huzjak, 1999). Ovakav rezultat naveo je na
pogresno misljenje da se rod Cryptosporidium sastoji od samo jedne vrste.

Levine 1984. godine na osnovi dotadasnjih saznanja predlaze klasifikaciju roda
Cryptosporidium u Cetiri vrste: Cryptosporidium muris Kkoji parazitira u sisavcima,
Cryptosporidium meleagridis u pticama, Cryptosporidium crotali u gmazovima i
Cryptosporidium nasorum u ribama.

Nova sistematika ima uporiste u rezultatima studija unakriznog prijenosa infekcije,
gdje je uspjesni prijenos bio mogué jedino unutar homogene klase kraljeznjaka, ali ne i

izmedu heterogenih klasa (O’Donoghue, 1985; O’Donoghue i sur., 1987).



Godine 1985. Upton i Current su utvrdili prisutnost dviju medusobno razli¢itih oocista
kada su istrazivali feces teladi s proljevom, a koje su se razlikovale i biologijom i
morfologijom. Stoga su predlozene dvije vrste roda Cryptosporidium koje invadiraju sisavce:
Cryptosporidium parvum 1 Cryptosporidium muris. Takoder su 1 kod peradi predlozene dvije
vrste: Cryptosporidium meleagridis 1 Cryptosporidium baileyi (Current i sur., 1986).

Odredivanje vrsta unutar koljena Apicomplexa tradicionalno se temeljilo na detekciji
morfoloskih znacajki pomocu svjetlosnog ili elektronskog mikroskopa, na temelju Zivotnog
ciklusa i specificnog domacina. Budu¢i da su oociste Cryptosporidum spp. jedni od najmanjih
egzogenih stadija bilo kojeg truskovca i nemaju prepoznatljive morfoloSke osobine za jasno
razlikovanje vrsta Cryptosporidum, morfologija se ne moze koristiti (Fall i sur., 2003).
Minimalni zahtjevi koje se mora ispuniti prilikom imenovanja novih vrsta roda
Cryptosporidum su: morfometrijske studije oocista, genetska karakterizacija s informacijama
o sekvencama koje su pohranjene u GenBank bazi podataka, dokazivanje prirodnih, i ukoliko
je moguce barem nekih eksperimentalnih specificnosti domacina, te postivanje medunarodnog
zakona za zooloSku nomenklaturu (Egyed i sur., 2003; Xiao i sur.. 2004; Jirku i sur., 2008).

Do danas je opisano ukupno 25 vrsta unutar roda Cryptosporidium (Slika 2),
ukljucuju¢i nedavno opisani Cryptosporidium viatorum kod ljudi 1 Cryptosporidium
scrofarum u svinja (Caccio 1 Widmer, 2014). Postoji takoder preko 40 genotipova, s velikom
vjerojatnoséu da ¢e mnogi od njih dobiti status vrste s poostrenom bioloskom i molekularnom
karakterizacijom (Ryan i sur., 2014). Razumijevanje dinamike prijenosa Cryptosporidium je
vrlo teSko jer je ve¢ina vrsta morfoloski vrlo sli¢na. Stoga su potrebni alati za molekularnu
karakterizaciju kao §to su PCR i DNA sekvencioniranje kako bi pouzdano identificirali vrste i
genotipove Cryptosporidium. Genetski biljezi, ribosomalna RNA 18s i hipervarijabilni 60-
kDa glikoprotein, uvelike se koriste za identifikaciju vrsta i prac¢enje prijenosa (Xiao, 2010;
Plutzer 1 Karanis, 2009; Ng i sur., 2011).

U okviru koljena Apicomplexa uglavnom se proucavaju Cryptosporidum spp. koje se
smatraju crijevnim kokcidijskim nametnicima, slicnim drugim crijevnim kokcidijskim
nametnicima, temeljem svog zZivotnog ciklusa i morfoloskih osobitosti (Levine, 1988). Unato¢
slicnostima, Cryptosporidum pokazuje niz osobitosti koje se razlikuju od drugih kokcidija. To
ukljucuje mjesto Cryptosporidum unutar stanice domacina, gdje je faza endogenog razvoja
ograni¢ena na apikalni dio stanice domacina; vezivanje nametnika na stanicu domacina u
viSemembranskom podrucju ili blizu vakuola radi lakSeg unosa hranjivih tvari iz stanice
domacina; prisutnost dva morfo-funkcionalna tipa oocista; sposobnost pokretanja

autoinfektivnog ciklusa u inficiranom domacinu; mala veli¢ina oocista (4,4 — 4,9 um za C.



parvum); izostanak morfoloskih struktura kao Sto su sporociste 1 mikropili (Tzipori i Widmer,
2000; Petry, 2004); neosjetljivost na antikokcidijske terapeutike (Cabada i White, 2010); 1
prisutnost novog ekstracelularnog stadija koji je slican stadijima zabiljezenim u zivotnom

ciklusu Gregarinida — lat. gomilice (Hijjawi 1 sur., 2002; Rosales i sur., 2005).

C. hominis C. meleagridis

Pig genotype I C. saurophilum ~ Opossum genotype I
Slika 2. Oociste razlicitih vrsta roda Cryptosporidium (izvor:

http://www.emedmd.com/content/cryptosporidium-and-cryptosporidiosis).

Gregarinida su raznolika skupina apikompleksnih nametnika, koji su wveliki,
jednostanicni i nastanjuju crijeva i druge vanstani¢ne prostore beskraljeznjaka i nizih
kraljeznjaka uglavnom vodenih staniSta (Barta i Thompson, 2006; Levine, 1988).
Molekularna filogeneza upucuje na to da je Cryptosporidum evolucijski razli¢it od drugih
kokcidija, ali je u bliskom srodstvu s Gregarinida (Barta i Tompson, 2006; Zhu i sur., 2000).
Genomski 1 biokemijski podatci takoder ukazuju da se Cryptosporidum razlikuje od ostalih
apikompleksa, jer su izgubili apikoplastnu organelu (Zhu 1 sur., 2000; Abrahamsen i sur.,
2004).

Osim navedenog, rod Cryptosporidum je izgubio mnoge de novo biosinteze, kao $to je
sposobnost sinteze aminokiselina i nukleotida (Ryan i sur., 2014). Nedavno provedena
istrazivanja tijekom kojih se sekvencirao Citavi genom Gregarinida, pokazuje filogenetsku
srodnost vrste Ascogregarina taiwanensis (Slika 3) s Cryptosporidum. Sekvencioniranjem
genoma C. muris, utvrdila se prisutnost mitohondrijske strukture i proteina koji su odsutni
kod C. parvum i C. hominis, ali su prisutni kod Gregarinida (Widmer 1 Sullivan, 2012). Stoga
bi buduca genomska istrazivanja trebala pruziti jasnije razumijevanje tocnog taksonomskog

polozaja roda Cryptosporidum.


http://www.emedmd.com/content/cryptosporidium-and-cryptosporidiosis

Slika 3. Larve nametnika Ascogregarina taiwanensis (izvor:

http://jeb.biologists.org/content/216/2/230).

1.1.2. Razvojni ciklus Cryptosporidium spp.

Poznavanje Zivotnog ciklusa nametnika je vrlo znalajno. Zivotni ciklus
Cryptosporidium spp. (Slika 4) poc¢inje peroralnim unoSenjem oociste u organizam, iako je
mogucéa i aerogena infekcija (Huzjak, 1999). Ukoliko se oociste nalaze u organizmu
odgovaraju¢eg domacina, one ekscistiraju 1 oslobadaju Cetiri sporozoita, srpastog oblika i bez
bica, koji kroz mikrovile parazitirane stanice ulaze pokretima savijanja i uvrtanja. Nakon
ulaska u stanicu sporozoiti se preobrazavaju u trofozoite koji imaju jednu jezgru i okruglasti
oblik. Nespolno razmnoZavanje, merogonija ili shizogonija, rezultira podjelom jezgre, pri
¢emu dolazi do razvoja dva tipa meronata ili shizonata. Meront tip I sadrZi Sest do osam jezgri
koje se ubacuju u Sest do osam merozoita. Svaki od merozoita ima 28 tubula i1 apikalni
kompleks. Merozoiti mogu inficirati nove stanice unutar kojih se preobrazavaju u tip I ili tip
II (Huzjak, 1999).

Meront tipa II sadrzi Cetiri merozoita u trenutku kada je potpuno formiran. Merozoiti
iz meronta tipa II invadiraju nove stanice u kojima zapocinje spolno razmnoZzavanje ili
gametogonija, 1 to procesom razdvajanja i sazrijevanja muSke (mikrogametociti) 1 zZenske

(makrogametociti) stanice. Zreli makrogametociti sadrze makrogamete s krupnim lipoidnim
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zrncima, dok mikrogametociti sadrze 14 do 16 mikrogameta koji nalikuju na spermije
(Huzjak, 1999).

Mikrogamete oploduju makrogametu, Cime nastaje zigota koja se formiranjem
ovojnice pretvara u oocistu. U ovom stadiju spolnog ciklusa mogu se stvoriti oociste s tankom
1 osjetljivom ovojnicom ili one s debelom ovojnicom (Janoff i Reller, 1987). Oociste s tankom
(jednoslojnom) ovojnicom sporuliraju in situ, te se iz njih u organizmu nosiocu oslobadaju
sporozoiti i nastaje autoinfekcija. Oociste s debelom (dvoslojnom) ovojnicom takoder
sporuliraju, ali za razliku od prijas$njeg slucaja one se izbacuju u vanjsku sredinu. Od svih
nastalih oocista, u prosjeku 80% cista bude s debelom, a 20% s tankom ovojnicom.

Perzistiraju¢a kriptosporidioza u ljudi sa sindromom stecene imunodeficijencije
(AIDS), posve se sigurno moze dovesti u vezu s ekscistiranjem oocista tanke ovojnice koje
reinficiraju domacina kroz endogeni ciklus 1 dovode do autoinfekcije (Current 1 Long, 1983;

Current 1 Reese, 1986).
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Slika 4. Zivotni ciklus roda Cryptosporidium (prema Hengl i sur., 2017).

Ukoliko kriptosporidije promatramo svjetlosnim mikroskopom, vide se zaobljena
tjeleSca promjera 2 do 8 um, smjeStena na povrsini epitela u ¢etkastom porubu, koja strSe iz
lumena invadiranih organa (Bird i Smith, 1980; Cross i Moorhead, 1984; Gobel i Brandler,
1982; Nime i sur., 1976; Pohlenz i sur., 1978; Tzipori, 1988; Vetterling i sur., 1971).

Sporozoiti su obavijeni troslojnom ovojnicom i imaju oblik banane. Imaju jezgru,
razgranati endoplazmatski retikulum, Golgijevo tjeleSce, te specijalne organele koje

predstavljaju apikalni kompleks i1 potvrduju pripadnost rodu Cryptosporodium, odnosno



koljenu Apicomplexa. Navedene specijalne organele apikalnog kompleksa su: mikroneme,
roptrije, konoidi i polarni prsten (Marcial i Madara, 1986).

Trofozoiti imaju veliku jezgru i ovalnog su oblika. U potpuno zrelom trofozoitu jezgra
prolazi kroz nekoliko dioba nakon kojih slijedi citokineza i stvaranje shizonata. Nezreli
tofozoiti obavijeni su petoslojnom ovojnicom, od kojih su dvije vanjske ovojnice porijeklom
od stanice domacina, dok ostale tri ovojnice pripadaju samom nametniku (Marcial i Madara,
1986).

U razvojnom ciklusu C. parvum razlikuju se dva tipa zrelih shizonata (Currnet i
Haynes, 1984; Current i Long, 1983). Jedan tip shizonata ima osam, a drugi tip ima cetiri
merozoita koji nalikuju banani. Unutar shizonita, merozoiti su obavijeni s troslojnom
ovojnicom, koja je sastavljena od dva unutarnja i jednog vanjskog sloja (Iseki, 1979; Marcial i
Madara, 1986).

Makrogamete predstavljaju Zenske spolne stanice koje su obavijene vakuolom, te koje
su obicno polozene povrsinski u mikrovilima. Tipi¢na osobitost makrogameta je prisutnost
razasutih polisaharidnih zrnaca u citoplazmi.

Mikrogametociti su rjede vidljivi, a oblikom nalikuju na shizonte. Posjeduju
rezidualno tjelesce 1 14 do 16 mikrogameta. Mikrogamete su Stapicaste nepokretne stanice s
malom koli¢inom citoplazme u kojoj se nalazi jezgra. Oplodnja se odvija pruzanjem
membrane makrogametocita prema mikrogametama, najvjerojatnije  prodiranjem
mikrogamete u makrogametu (Tzipori, 1988). Sama oplodnja je rijetko vidljiva jer se odvija

velikom brzinom.

1.1.3. Kriptosporidioza

Kriptosporidioza je bolest koju uzrokuju sporulirane ciste kriptosporidija. Prvi
simptomi oboljenja su vodenasti proljevi, uz druge znakove poremecene probave. Bolest kod
imunokompetentnih ljudi uglavnom prolazi spontano, medutim kod ljudi oboljelih od AIDS-a
moze biti trajna 1 opasna. Bolest se dijagnosticira otkrivanjem antigena ili uzro¢nika u stolici.
Ukoliko je potrebno moze se lijeciti nitazoksanidom.

Kriptosporidije se razmnozavaju unutar epitelnih stanica tankog crijeva. Zarazne
oociste ljuSte se u lumen i izbacuju fecesom. Nakon §to dospiju u probavni sustav sljedeceg

domacina, ispustaju sporozoite koji se u epitelnim stanicama preobrazuju u trofozoite.



Trofozoiti se mnoZe 1 stvaraju oociste, koje se otpustaju u lumen crijeva, ¢ime se zavrSava
ciklus. Za autoinfekciju potrebne su samo oociste s tankom ovojnicom (Anonimus, 2014).

Cryptosporidium parvum i C. hominis su naj¢es¢i uzro€nici kriptosporidioze kod ljudi.
Do infekcije najceS¢e dolazi fecesom zagadenom vodom, hranom, preko zivotinja,
neposrednim dodirom zaraZene osobe, a utvrdena je i mogucénost infekcije aerogenim putem.
Neposredna kontaminacija hrane i vode fecesom zarazenih ljudi i Zivotinja moze lako dovesti
do pojave kriptosporidioze, obzirom da razina klorida koja se koristi za dezinfekciju vode za
pice ne uniStava oociste (D'Antonio i sur., 1985).

Bolest je rasprostranjena diljem svijeta, a najvecu opasnost predstavlja za djecu,
imunokompromitirane bolesnike i zdravstveno osoblje koje se brine za bolesnike oboljele od
kriptosporidioze (Anonimus, 2014). Bolest je vrlo cesta kod ljudi s imunodeficijentnim
bolestima poput AIDS-a i hipogamaglobulinemije, a utvrdena je i kod ljudi podvrgnutih
imunosupresivnoj terapiji.

U ljudi, kriptosporidioza je prvi put utvrdena u imunokompetentnog trogodiSnjeg
djeteta s pojavom akutnog enteritisa, pra¢enog bolovima u trbuhu, povracanjem i vodenastim
proljevom (Lindsay i sur., 1987). U razdoblju od 1976. do 1978. godine kriptosporidioza se
smatrala popratnom infekcijom imunodeficijentnih osoba (Lasser i sur., 1979; Moon 1 sur.,
1988). Oboljeli su pokazivali poviSenu temperaturu i kroni¢ni proljev koji je trajao od 10 dana
pa ¢ak do 3 godine (Casemore i sur., 1985). Od svih oboljelih uzeti su biopsijom uzorci
jejunuma, te je u dva slucaja utvrdena Cryptosporidium infekcija (Meisel 1 sur., 1976), dok se
kod treceg slucaja radilo o mijesanoj infekciji s biasem Giardia lambia (Lasser i sur., 1979).
Kod prva dva slucaja oboljeli nisu imali dodir sa Zivotinjama, dok je kod treéeg slucaja
oboljela osoba bila farmer, no kod njega je doslo do brzog oporavka nakon prestanka davanja
imunosupresivne terapije (Huzjak, 1999). Daljnjim istrazivanjem pokazalo se da je
kriptosoporidija oboljelih ljudi morfoloski istovjetna s kripotsporidijom pronadenom u
zivotinja (Bird i Smith, 1980).

U razdoblju od 1980. do 1983. godine objavljeno je vise od osamdeset radova na temu
Cryptosporidium infekcije 1 gastroenteritisa imunokompetentnih i imunodeficijentnih osoba,
osobito sa sindromom steCene imunodeficijencije (AIDS) (Pitlik i sur., 1983). Upravo je
pojava AIDS-a dovela do ozbiljnijeg izuCavanja humane kriptosporidioze.

Rezultati parazitoloskih istrazivanja u Australiji i Velikoj Britaniji pokazuju da su
invazije ¢eS¢e kod djece (Tzipori, 1983; Casemore i sur., 1985), te da je jednaka raSirenost
Cryptosporidium infekcije kod ljudi u razvijenim i manje razvijenim krajevima (Baxby i sur.,

1984; Bogaerts i sur., 1987; Hart i sur., 1984; Cross i Moorhead, 1984; Molbak i sur., 1994).



Klinicka manifestacija kriptosporidioze u ljudi uvelike ovisi o stanju organizma
domacina. Kriptosporidioza se u imunokompetentnih osoba manifestira pojavom simptoma
koji nalikuju gripi, uz gréeve, temperaturu, slabost i vodenasti proljev. Proljev se obi¢no
javlja ve¢ prvog dana, i razlog je gubitka tezine i do 10%. Inkubacija traje od 5 do 14 dana
(Anderson, 1985; Baxby i sur., 1984), koliko traju 1 simptomi (Nime i sur., 1976; Anderson i
sur., 1982; Reese i sur., 1982; Cross i Moorhead, 1984).

U imunodeficijentnih osoba kratkotrajne gastrointestinalne smetnje ubrzo prerastaju u
teSke, za zivot opasne proljeve. Vecina oboljelih je imala AIDS (Current i Long, 1983;
Forgacs i sur., 1983; Kocoshis i sur., 1984) i hipogamaglobulinemiju (Current i Long, 1983;
Koch i sur., 1983). Pojava bolesti kod imunodeficijentnih osoba lakSe se povezuje s
medusobnim dodirom s drugom zarazenom osobom, nego s dodirom sa zivotinjama (Weber 1
Philip, 1983).

Kriptosporidioza je ¢esto ,,udruzena“ s razlicitim drugim patogenim uzro¢nicima, bilo
da je njihova pojava simptomatska ili asimptomatska (Mathan i sur., 1985; Gross i sur.,
1986). Najces¢e se javlja zajedno s crijevnim bicaSem G. lambia (Jokipii 1 sur., 1983;
Wolfson i sur., 1984). Jedino je prisustvo kokcidije Cryptosporidium spp. zna¢ajno povezano
s proljevom (Montessori 1 Bischoff, 1985; Heijbel i sur., 1987).

Kemoterapija ljudi i zivotinja u svrhu lijecenja kriptosporidioze jo$§ nije usavrSena,
unato¢ testiranju na velikom broju oboljelih ljudi 1 Zivotinja. Za lijecenje ljudi se koriste
pripravci s parazitostatskim ucincima kao arpronocid, nitazoksanidom 1 spiramicin. Terapija
spiramicinom ima djelomi¢an ucinak, ¢ak i u lijeCenju bolesnika oboljelih od AIDS-a, dok je
terapija nitazoksanidom kod bolesnika oboljelih od AIDS-a uglavnom neuspjesna. Kako
mehanizam djelovanja spirmicina na kripotsporidije nije u potpunosti poznat, jos uvijek se ne
zna da li do poboljsanja klinicke slike dolazi zbog neposrednog djelovanja lijeka na protozou
ili zbog pozitivnog djelovanja na crijevnu floru ili kopatogene mikroorganizme. Kod zZivotinja
prilikom lije¢enja kriptosporidioze primjenjuje se samo simptomatska terapija, jer do sada

nije pronadena ucinkovita terapija ili profilaksa (Huzjak, 1999).

1.2. Bakterije

Bakterije su jednostani¢ni prokariotski organizmi gradeni od prstenaste DNA
molekule koja je obavijena tj. zaStiCena stani¢nom membranom i stani¢cnom stijenkom.

Osnovne podjele bakterija su prema morfologiji 1 gradi stani¢ne stijenke Sto se odreduje
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bojanjem po Gramu (Rogers, 2011). Patogene bakterije najces¢e pripadaju rodovima
Escherichia, Salmonella, Vibrio, Shigella, Pseudomonas, Aeromonas, Clostridium,
Campylobacter, Yersinia i Staphylococcus, a ve¢inu navedenih rodova je moguce pronaci i
izolirati iz Skoljkasa. Primarni izvor alohtonih bakterija za Skoljkase je fekalno oneciS¢enje i
otpadne vode (Krstulovi¢ i Soli¢, 1997). Izvorna stanista bakterija su tlo i voda (Razi¢, 2017),
ali neke su se uspjele prilagoditi na suzivot s drugim organizmima. Neke vrste su cak izgubile
mogucénost rasta i razmnozavanja ukoliko nisu u suzivotu s drugim organizmom. Bakterije
koje Zive u morskom okoli$u su uglavnom Gram — negativne (Krstulovié i Soli¢, 1997).
Najve¢i broj alohtonih bakterija u more dolazi neproc¢is¢enim ili djelomi¢no
prociséenim gradskim otpadnim vodama. Osim toga, mikrobioloSko oneciS¢enje moze biti
uzrokovano donosom velike koli¢ine zemlje s kopna uslijed velikih kiSa i vjetrova, a izvor

takoder mogu biti i kupaéi (Krstulovi¢ i Soli¢, 1997).

1.2.1. Koliformne bakterije

Pod koliformnim bakterijama podrazumijevaju se rodovi Escherichia, Edwardsiella i
Citrobacter koji pripadaju plemenu Escherihieae, kao i svi rodovi plemena Klebsielleae
(Klebsiella, Enterobacter, Hafnia i Seratia), a svi pripadaju porodici Enterobacteriaceae. U
ljudskim fekalijama 95% koliformnih bakterija ¢ine rodovi Escherichia 1 Klebsiella
(Krstulovié i Soli¢, 2006). Sve koliformne bakterije su Gram — negativni $tapi¢i od kojih su
neki nepokretni dok se drugi pokre¢u pomocu flagela. Koliformne bakterije su fermentacijski
vrlo aktivne, a prilikom tog procesa proizvode velike koli¢ine plina i kiseline. Fermentiraju
siroki spektar ugljikohidrata, a upravo po tome koju vrstu ugljikohidrata fermentiraju i po
nekim drugim biokemijskim osobinama, koliformi se medusobno razlikuju. Jedina zajednicka
osobina svih koliformnih bakterija je fermentiranje laktoze.

Za razlikovanje pojedinih rodova unutar skupine koliformnih bakterija najceSce se
koristi niz fizioloskih reakcija koji se ozna¢ava kraticom IMViC (Krstulovié i Soli¢, 2006).
Vecina koliformnih bakterija sastavni su dio crijevne mikroflore crijeva zdravog Covjeka i
toplokrvnih zivotinja, 1 od velike su vaznosti za zdravlje obzirom da djeluju antagonisticki na
razli¢ite proteoliticke i patogene bakterije (Krstulovié i Soli¢, 2006). Osim navedenog, mnoge
koliformne bakterije opskrbljuju organizam vitaminima B kompleksa. Ipak, medu
koliformnim bakterijama ima vrsta koje su potencijalno patogene ili su patogene, a koje

izazivaju razliCite bolesti crijeva 1 drugih dijelova zivotinjskog i ljudskog organizma.
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Koliformne bakterije su vrlo znacajne jer se neke od njih koriste kao pokazatelj fekalnog
oneciS¢enja nekih namirnica, vode za piée te vode koja sluzi za kupanje.

Ukupni koliformi predstavljaju skupinu aerobnih i fakultativno anaerobnih Gram —
negativnih, nesporogenih Stapica koji fermentiraju laktozu pri temperaturi od 35 °C i pri tome
u razdoblju od 24 sata proizvode kiselinu i plin (Krstulovié i Soli¢, 2006). Ovoj skupini
pripadaju rodovi Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella i Escherichia. Ljudskim fekalijama
koliformne bakterije se oslobadaju u okoli§ i to u koncentracijama od 10’ stanica/g pa se
mogu koristiti kao pokazatelji fekalnog oneciS¢enja. Medutim, ova skupina ukljucuje i
koliformne bakterije nefekalnog porijekla Sto znac¢i da ukupni koliformi, u odredenim
uvjetima, ne moraju biti specifiéni pokazatelji oneciS¢enja fekalnog porijekla (Krstulovié¢ i
Soli¢, 2006). U nekim slu¢ajevima u uzorcima mora koncentracija ukupnih koliforma moze
biti visoka zbog donosa velike koli¢ine zemlje s kopna uslijed velikih kiSa. Budu¢i da ukupni
koliformi ovisno o temperaturi, salinitetu, suncevom zrac¢enju i drugim ¢imbenicima u moru
prezivljavaju vrlo kratko, ova skupina ukazuje iskljucivo na svjeze onecis¢enje fekalnim
materijalom ili zemljom nakon kisa.

Fekalni koliformi su podskupina unutar ukupnih koliforma. Fermentiraju laktozu pri
temperaturi od 44,5 °C 1 pri tome u razdoblju od 24 sata proizvode kiselinu i plin (Krstulovi¢ i
Soli¢, 2006). Fekalni koliformi su bolji pokazatelji sanitarne kakvoée mora u odnosu na
ukupne koliforme jer pokazuju visoku korelaciju sa stupnjem fekalnog oneciS¢enja koje
potjece od toplokrvnih organizama. Najzastupljenija vrsta unutar ove skupine je Escherichia
coli, koja ¢&ini izmedu 75 i 95% od ukupnog broja fekalnih koliforma (Krstulovié i Soli¢,
2006). Fekalni koliformi u moru prezivljavaju vrlo kratko kao i ukupni koliformi, te su iz istih

razloga pokazatelji svjezeg oneciS¢enja mora fekalnim materijalom.

1.2.2. Escherichia coli

Porodici Enterobacteriaceae pripada rod Escherichia, a jedina vrsta unutar tog roda je
Escherichia coli. Theodor Escherich, njemacki pedijatar i bakteriolog je 1885. godine otkrio
ovu bakteriju. Kao i svi drugi koliformi, E. coli (Slika 5) je Gram — negativna, aerobna i
fakultativno anaerobna, Stapicasta bakterija (Kuna, 2013). Ne stvara spore, a neki sojevi
posjeduju kapsulu, te je vecina sojeva pokretljiva. E. coli posjeduje veliku fermentativnu i
oksidativnu sposobnost. U anaerobnim uvjetima E. coli proizvodi laktat, sukcinat, etanol,

acetat 1 CO,, ne proizvodi H,S. Seroloski se razlikuju tipovi na osnovu O, K i H antigena
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(Djurdjevi¢, 2014). Escherichia coli dobro raste na svim hranjivim podlogama, razmnoZzava
se u temperaturnom rasponu od 10 do 46 °C, dok je optimalna temperatura 37 °C. Neki sojevi
mogu rasti i pri 4 °C, a vecina ih prezivljava temperature znatno nize od 0 °C (Djurdjevié,
2014). Takoder je dokazano i da neki mutageni sojevi mogu vrlo kratko prezivjeti pri
temperaturi od 49 °C, ali nemaju sposobnost rasta i razmnozavanja. Ukoliko namirnice
termicki obradimo pri temperaturi 60 °C u trajanju od 15 min, moZemo biti sigurni da ¢e E.
coli biti unistene. Najmanja ay, (ay — engl. minimum water activity - minimalni protok vode)
vrijednost za njihovo razmnozavanje je 0,93, a najniza pH vrijednost je 4,3 (Djurdjevic,
2014). Escherichia coli je osjetljiva na klor 1 klorne spojeve, dok prema razli¢itim
antibioticima i kemoterapeuticima vrlo brzo postaje otporna (Fotadar i sur., 2005). Prirodno
staniSte ove bakterije je crijevni sustav ljudi i toplokrvnih Zivotinja. Neophodna je za proces

probave i sintezu nekih spojeva koji su kljucni za normalno funkcioniranje organizma.

Slika 5. Escherichia coli (izvor: https://www.biocote.com/blog/five-facts-e-coli/).

Escherichia coli je vrlo otporna bakterija koja se lako prilagodava razli¢itim uvjetima.

Cest je kontaminant razli¢itih namirnica, a najéesée se prenosi s ¢ovjeka na hranu i s hrane na

covjeka. Oboljenja koja izaziva E. coli su uvijek u vezi s loSim higijenskim uvjetima zivota i

loSoj pripremi hrane (Djurdjevi¢, 2014). Tako E. coli pripada normalnoj crijevnoj flori, veliki

broj bakterijskih infekcija kod Covjeka upravo je izazvano ovom bakterijom, §to je posebno
izrazeno kod ljudi s oslabljenim imunitetom. Unutar vrste E. coli postoje sojevi koji se
medusobno razlikuju s obzorom na patogenost pa tako razlikujemo:

* Enterotoksikogeni sojevi E. coli (ETEC) uzrokuju dijareju kod covjeka, pasa, svinja, ovaca,
koza i konja. Patogenost ovih sojeva se zasniva na enetortoksinima koje sintetiziraju, a koji
mogu biti termolabilni (LT) ili termostabilni (ST). LT je osjetljiv na poviSenu temperaturu
te se pri temperaturi od 60 °C uniStava za 30 min, dok je ST izuzetno stabilan toksin Cija se

struktura ne naruSava ¢ak ni pri temperaturi od 100 °C u trajanju od 30 min (Matic, 2009).
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Svake godine oko 200 milijuna ljudi oboli od proljeva uzrokovanog enterotoksikogenim
sojevima E. coli.

* Enteropatogeni sojevi E. coli (EPEC) uzrokuju proljev kod ¢ovjeka, konja, zeCeva, pasa i
macaka. Ovi sojevi vrlo ¢esto izazivaju proljev kod novorodencadi u zemljama u razvoju.
Mogu se vezati za epitelne stanice crijeva i na tom mjestu izlucivati toksi¢ne spojeve.

* Enteroinvazivni sojevi E. coli (EIEC) su prisutni samo kod ljudi. Ovi sojevi izazivaju
pojavu proljeva uz visoku tjelesnu temperaturu, a simptomi su identi¢ni kao kod bolesti
izazvane bakterijom Shigella (Mati¢, 2009). Sojevi ne sintetiziraju toksine, ve¢ dovode do
mehanicke destrukcije stanica digestivnog trakta kod ¢ovjeka, tako §to prodiru kroz sluznicu
crijeva Sto uzrokuje krvarenje.

» Enterohemoragi¢ni sojevi E. coli (EHEC) su pronadeni kod ¢ovjeka, koza i teladi. Ovi
sojevi uzorkuju krvave proljeve, bez povisene tjelesne temperature. Takoder uzorkuju
hemoragicni kolitis 1 hemoliti¢ki uremicki sindrom.

 Enteroagregativni sojevi E. coli (EaggEC) su prisutni samo kod ljudi. Dovode do pojave
vodenog proljeva kod ljudi, a ¢esto i kod novorodencadi (Mati¢, 2009). Sintetiziraju
hemolizine i termostabilni enterotoksin sli¢an toksinu koji sintetizira ETEC (Matic, 2009).
Ovi sojevi nisu invazivni. Infekcije koje izaziva E. coli najeS¢e se lijeCe antibiotskom
terapijom, a najcescée se koristi cefalosporin, ciprofloksacin i amoksicilin. Problem prilikom
lijeCenja ovih infekcija je Sto E. coli vrlo brzo postaje otporna prema velikom broju
antibiotika, Sto moze dovesti do dugotrajnog i teSkog lijeCenja.

Sirovine bivaju kontaminirane s E. coli naj¢es¢e preko fekalija, otpadnih voda, vode
za navodnjavanje, neprikladnim postupcima sa sirovinama, poluproizvodima i gotovim
proizvodima u prehrambenoj industriji. Infekcija E. coli najées¢ée se dogada preko fekalno-
oralnog kruga kontaminacije (Mati¢, 2009). Prema propisima Food and Drug Administration
- FDA (engl.) krug prijenosa se moze zaustaviti pravilnom termi¢kom obradom namirnice te
poboljSanjem i povecanjem higijenskih mjera u pogonima u prehrambenoj industriji
(provjerom zdravstvenog stanja i odrzavanjem higijene radnika, odrzavanjem higijene
prostorija u pogonu i uredaja, osiguravanjem odgovaraju¢e opreme za rad). Namirnice u
kojima je moguce prisustvo E. coli obavezno je termicki obraditi, najceSce pasterizacijom
(FDA, 2006). Kontrola E. coli u zivotinjskim namirnicama je obavezna u Hrvatskoj i

propisana je odgovaraju¢im pravilnicima.
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1.3. Skoljkasi

Skoljkasi (razred Bivalvia) su vodene, preteZito morske Zivotinje, koje pripadaju
koljenu mekuSaca (Mollusca). Prilagodeni su sesilnom ili polusesilnom nacinu zivota
(Bouchet 1 sur., 2010). Spljostenog su tijela obavijenog mekim plastom koji izlucuje lijevu i
desnu vapnenastu ljusturu tj. Skoljku. Dvodijelnu ljusSturu povezuje elasti¢ni ligament. Na
presjeku ljuSture razlikuju se tri sloja: vanjski tanki sloj izgraden od organske tvari
konhiolina, ispod njega nalazi se deblji prizmati¢ni sloj izgraden od kalcijevog karbonata, i
unutarnji sedefasti sloj.

Na straznjem kraju tijela nalazi se ulazni i izlazni otvor (Slika 6). Kod skoljkasa koji
se zakopavaju u morsko dno straznji dio plasta je produljen u sifon, kracu ili dulju stezljivu
cijev pomocu koje je Zivotinja u dodiru s vodom iznad dna. Na prednjem dijelu tijela nalazi se
usni otvor koji se nastavlja na jednjak i zeludac. Disni organi tj. Skrge sastoje se od dva reda
Skrznih lamela smjeStenih ispod plasta. Od osjetilnih organa Skoljkasi imaju statociste koji im
sluze za ravnotezu, i jednostavno gradene oci koje su smjeStene duz plastenog ruba. S donje
strane tijela nalazi se sjekirasto ili prstasto miSi¢no stopalo koje moze varirati u veli¢ini, a
sluzi za ukopavanje u pijesak ili mulj, a u manjoj mjeri za puzanje. U stopalu Skoljkasa nalazi
se bisusna zlijezda koja izluCuje bisusne niti koje se u vodi brzo stvrdnu, i sluze za
pri¢vri¢ivanje na &vrstu podlogu. Skoljkasi prikupljaju hranu filtracijom vode na nadin da
voda ulazi u plastanu Supljinu, struji preko Skrga i time dobavlja hranjive Cestice, a odvodi
ugljikov dioksid (VerSec, 2016). Zadrzane hranjive tvari probavljaju se izvanstani¢no i
unutarstani¢no, a postoji i mehanizam izbacivanja pseudofecesa (Habdija i sur., 2011).

Skoljkasi imaju otvoreni optjecajni sustav i uglavnom su razdvojenog spola, dok je
oplodnja naj¢eS¢e vanjska, a razvoj posredan kroz preobrazbu. Za morske vrste Skoljkasa
karakteristi¢na je veliger li¢inka, koja je sli¢na li¢inki trohofori. Ovisno o vrsti, mogu zivjeti
ukopani u sediment, pricvrS¢eni na razliCite podloge ili slobodno na morskom dnu

(Matonickin i sur., 1998).
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Slika 6. Unutrasnja grada SkoljkaSa (prema Baci¢ i sur., 2009).

1.3.1. Sredozemna dagnja Mpytilus galloprovincialis Lamarck, 1819

Sredozemna dagnja, Mytilus galloprovincialis je Skoljka$ sredozemnog podrucja, a uz
nju u Europi postoje jo§ dvije vrste dagnji, Mytilus edulis 1 Mytilus trossulus. Mytilus
galloprovincialis je rasprostranjena u Sredozemnom moru, Crnom moru i uz juzni dio
zapadne obale Europe, a prisutna je i na svjetskoj razini zahvaljuju¢i marikulturi te njenom
lakom Sirenju 1 kompetitivnom ponaSanju u odnosu na druge SkoljkaSe. Mytilus edulis je
rasprostranjena uz atlantsku obalu Europe od Francuske do Norveske, dok je M. trossulus
rasprostranjena u Balti¢kom moru i u podrugjima Skotske (Kijewski i sur., 2010).

Glavne osobitosti po kojima je sredozemna dagnja prepoznatljiva su ljustura
trokutastog oblika i ¢vrste grade te prepoznatljivih boja koje variraju od crne s plavim ili
ljubiCastim nijansama do tamnosmede, a rijetko i1 svijetlosmede (CABI, 2011). Ljustura
Skoljkasa je u prosjeku duga 5 cm (DAFF, 2012). Na vanjskom dijelu ljusture jasno se mogu
vidjeti linije rasta (Slika 7A). Anatomija dagnje je prikazana na Slici 7B.

Dagnje su pretezito gonohoristi s manjim udjelom hermafrodita. Kod oba spola,
spolna Zlijezda je smjeStena u plastu, a spol se moze odrediti makroskopski na osnovi boje
gonada; muske gonade su mlijeCno bijele ili krem boje, dok su zenske gonade narancasto
crvenkaste boje (Linardi¢, 2014; Lazi¢, 2016).

Dagnje se mogu mrijestiti jednom ili viSe puta godisnje, ovisno o uvjetima okolisa kao
Sto su temperatura i koli¢ina hrane. Prilikom mrijeS¢enja dagnja ovisno o veli¢ini 1 plodnosti
moze izbaciti od 1 pa ¢ak do 25 milijuna jajaSaca. Dva dana nakon oplodnje embrij se razvija

u veliger licinku. Lic¢inacki razvoj u planktonu traje od 10 do 20 dana, tijekom kojeg se
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licinke slobodno nose strujama. Li¢inke se nakon 4 do 8 tjedana, nakon $to dosegnu duzinu
od 250 do 300 pum, pric¢vrste za podlogu (Bayne, 1965; Linardi¢, 2014).

Sredozemna dagnja se uglavnom nalazi na umjereno zaklonjenim i izlozenim
stjenovitim obalama u zoni plime i oseke, dok ne nastanjuje jako muljevita 1 pjeskovita
podrucja. Dubinska rasprostranjenost nije uvjetovana uvjetima u dubljim slojevima, veé
bioloskim ¢imbenicima kompeticije 1 predacije (Linardi¢, 2014). Mytilus galloprovincialis Siri
se prema sjeveru i zauzima staniSta na kojima se prije nalazila samo vrsta M. edulis $to se
pripisuje globalnom zatopljenju (Linardi¢, 2014), te se stoga smatra invazivnom vrstom
(Kijewski 1 sru., 2010).

Dagnje se hrane filtriranjem vode kroz velike sitaste Skrge. Pritom Cestice zaostaju na
Skrznim lamelama, odakle se cilijama prenose prema ustima, prilikom ¢ega se neprestano
sortiraju po veli¢ini (DAFF, 2012). Zbog svojih do sada spomenutih osobitosti, dagnje se vrlo
Cesto koriste za pracenje utjecaja oneciS¢enja na organizme u vodenom okoliSu. Obzirom na
to da su filtratori, akumuliraju velike koli¢ine toksina iz vodenog okolisa (Cajaraville i sur.,
2000), a cesto su vrlo brojne na oneciS¢enim podrucjima zbog svoje visoke tolerancije na
zagadenje. Kako su dagnje u svom odraslom stadiju sesilni ili polusesilni organizmi, ne mogu
izbjeci utjecaj oneciS¢enja ukoliko se nalaze na onecis¢enom podrucju pa su zbog toga dobri
modelni organizmi. U Jadranu je dagnja vjerojatno najceS¢e koriSten organizam za
biomonitoring morskog ekosustava. KoriStena je u brojnim istrazivanjima, ukljucujuéi
,Projekt Jadran® tj. istrazivanje utjecaja oneciS¢enja na morski ekosustav na hrvatskoj strani
Jadrana.

Dagnje su u prehrani ljudi vrlo znacajne zbog svoje hranjive vrijednosti. Meso
Skoljkasa predstavlja vazan izvor sastojaka potrebnih Covjekovom organizmu kao $to su
bjelancevine. Osim toga njihovo meso je lakSe probavljivo i pogoduje boljem iskoriStavanju
aminokiselina. Mineralne tvari takoder su obilno zastupljene u optimalnim omjerima. Meso
dagnji je bogato i vitaminima A, D, E te vitaminima B kompleksa, a najvise je zastupljen

vitamin C (Masi¢, 2004).
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Slika 7. Vanjska ljustura (A) (FAO, 2016) i anatomija sredozemne dagnje (B) (prema Cratft i
sur., 2010).

1.3.2. Bolesti koje se prenose putem Skoljkasa

Skoljkasi su izrazito izloZeni razli¢itim kontaminacijama prvenstveno zbog njihovog
nac¢ina prehrane, odnosno filtriranja vode koja ¢esto sadrzi viruse, bakterije i nametnike, ali i
razli¢ite toksine kao $to su teski metali, pesticidi, biotoksini 1 druge Stetne tvari. Ova pojava
naziva se bioakumulacija. Rizik od kontaminacije putem Skoljkasa, koja moze imati i smrtne
posljedice, svojstven je svim potroSacima, ali rizik se znatno povecava kod ljudi s veé
utvrdenim zdravstvenim problemima ili kod ljudi koji konzumiraju sirove $koljkase. Skoljkasi
koji se nalaze u izrazito zagadenom okoliSu u vecini sluc¢ajeva su kontaminirani pesticidima,
teSkim metalima 1 ostacima lijekova. Ozbiljnu prijetnju zdravlju predstavljaju biotoksini kao
Sto su saksitoksin koji uzrokuje paraliticka trovanja, domoic¢na kiselina koja moze uzrokovati
paraliticka ili neurotoksi¢na trovanja (VerSec, 2016), te okadai¢na kiselina koja uzrokuje
proljev. Virusni uzroc¢nici bolesti kod SkoljkaSa su enterovirusi, adenovirusi, norovirusi i
hepatitis A virus. Vrste bakterija koje su uzrocnici bolesti koje se prenose Skoljkasima
pripadaju rodovima Salmonella, Shigella 1 neke vrste roda Vibrio, a uz njih Cesti uzroc¢nici su
vrste Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni 1 Escherichia coli. Veliku pozornost
izazivaju 1 protozoe koje Cesto sekundarno parazitiraju Skoljkase, a to su Cryptosporidium
spp., Giardia duodenalis 1 Toxoplasma gondii (Oliveira i sur., 2011).

Potrebno je naglasiti da skoljkasi navedene Stetne tvari akumuliraju u znatno veéim
koncentracijama od onih u kojima se te tvari nalaze u vodi. Biotoksini i kemijske toksicne
tvari se ne mogu neutralizirati toplinskom obradom skoljkaSa, dok veliki dio bakterija bude
uniSten kuhanjem. Medutim, veliki je problem §to u vecini slucajeva toplinska obrada kod
Skoljkasa ne bude dovoljna, pa je zbog toga neophodno odrzavati odgovaraju¢u temperaturu

tj. hladni lanac, kako se bakterije i drugi patogeni organizmi ne bi umnozavali nakon izlova.
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1.3.3. Stavljanje SkoljkaSa na trziSte

U Hrvatskoj skoljkasi predstavljaju vazan udio u prehrani ljudi, a na to ukazuju
mnogobrojni ostaci i1 otkrica Skoljki 1 ribolovnih alata jo$ iz kamenog doba. Prvi zapisi o
izlovu skoljkaSa u Hrvatskoj potjecu iz 16. stolje¢a, a prvi zapisi o uzgoju Skoljkasa u
Malostonskom zaljevu iz 17. stolje¢a. Kod nas najveée znacenje u uzgoju i prometu imaju
kamenica i1 dagnja, dok je prstace (Lithophaga lithophaga) zakonom zabranjeno izlovljavati i
stavljati u promet (Masi¢, 2004).

Ulazak Hrvatske u Europsku uniju, te prihvacanje 1 uskladivanje europskih propisa je
dovelo do promjene u $koljkarskoj industriji. Da bi se Skoljkase moglo staviti na domace ili
medunarodno trziSte, vazno je provoditi propisane procedure te zahtjeve vezane za potrebnu
infrastrukturu (Jug-Dujakovi¢ i sur., 2011). Zive se $koljkase smije staviti na trziste u svrhu
maloprodaje samo preko otpremnog centra gdje ih se mora oznaciti identifikacijskom
oznakom (VerSec, 2016). Prema pravilniku (NN 99/2007), Skoljkase koji su izlovljeni iz
podrucja A moze se neposredno stavljati na trziSte za prehranu ljudi, Skoljkasi iz podrucja B
prije stavljanja na trziSte moraju proci proces ponovnog polaganja ili prociS¢avanja
(purifikacije), a Skoljkasi iz podrucja C ne smiju i¢i na trziSte dok ne budu na duze vrijeme

ponovno poloZeni u svrhu uklanjanja kontaminacije ili ih se mora toplinski obraditi (Tablica

).

Tablica 1. Podjela uzgojnih podrucja prema najvisoj dopustenoj koli¢ini E. coli (prema NN

99/2007).
Uzgojno podrudje E. coli
A <230/100 g tkiva i meduljusturne
tekucine
B <4600/100 g tkiva i meduljusturne
tekucine
C <46000/100 g tkiva I meduljusturne

tekuéine

Procis¢avanje je metoda kojom se Skoljkase prije stavljanja na trziSte stavlja u pogone
s ¢istom vodom i pod kontroliranim uvjetima na odredeno vrijeme, a u svrhu procis¢avanja
njihovog cijelog tkiva. Otpremni centri se mogu nalaziti na kopnu ili na plovilima, a igraju

vaznu ulogu u osiguravanja zdravstvene ispravnosti i sigurnosti $koljkasa namijenjenih za
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ljudsku prehranu, obzirom da do kontaminacije Skoljkasa moze do¢i prilikom izlova, uzgoja
ili dopremanja do otpremnog centra. Stoga i za purifikacijske i otpremne centre, kao i u
drugim granama prehrambene industrije, vrijede minimalni zahtjevi kojima moraju udovoljiti

da bi se skoljkasi stavili na trziSte (Jug-Dujakovi¢ i sur., 2011).

1.4. Dosada$nja istraZivanja

1.4.1. Pristup otkrivanja Cryptosporidium oocista u Skoljkasima

lako su rijetko dokumentirane epidemije kriptosporidiozom putem SkoljkaSa, ova
grupa se smatra kao potencijalno prijenosno sredstvo. Ne samo da se Skoljkasi tradicionalno
konzumiraju sirovi ili slabo termicki obradeni, ve¢ su i pokusi pokazali da oociste
Cryptosporidium mogu prezivjeti blagu toplinsku obradu kod dagnji (Gomez-Couso 1 sur.,
2006). Skoljkasi vjerojatno dolaze u dodir s nametnikom u njegovim prijenosnim fazama
kada putem odljeva otpadnih voda ili otjecanjem s kopna dolazi u estuarijska podrucja ili
podrucja u blizini obale. Nametnik se u takvim vodama akumulira u tkivo Skoljkasa zbog
njihovog specificnog nacina prehrane koja ukljucuje filtriranje velikih volumena vode i
koncentraciju ¢estica (Robertson i Gjerde, 2007).

Iako jos ne postoji opisana ili neka standardna prihvacena metoda za analizu SkoljkaSa
kontaminiranih Cryptosporidium oocistama (Robertson 1 Gjerde, 2007), neki istrazivaci
pokusavaju razviti metodu u kojoj se prati ucinkovitost oporavka umjetno kontaminiranih
Skoljkasa prilikom prociséavanja. Opcenito vecina metoda pocinje homogenizacijom tkiva
SkoljkaSa, ili metodom ispiranja Skrgi ili hemolimfe, iako homogenati tkiva daju bolje
rezultate (MacRae 1 sur., 2005). Medutim, gubitak oocista moze biti znatan prilikom
homogenizacije tkiva, osobito ako se tkivo prosijava prije analize (Schets i sur., 2007). Neki
smatraju da su najbolji rezultati dobiveni u kamenice kada je hemolimfa zadrzana odvojeno
tijekom homogenizacije cijelog tkiva kamenice, te je dodana u talog nakon ekstrakcije
homogenata dietil eterom (Downey i sur., 2008). Nakon toga slijedi postupak koncentracije tj.
centrifugiranje, a zatim postupak pociS€avanja i izolacije, koji moze biti nespecifi¢an (na
primjer, flotacija na cezijum kloridu ili saharozi, ili ekstrakcija lipida) ili specifican (IMS —
imunomagnetno razdvajanje). lako se IMS smatralo korisnim od strane vecine istrazivaca, na

rezultate utjeCe vrsta matrice; tako je npr. proces ucinkovitiji kod dagnji nego kod kamenica
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(MacRae 1 sur., 2005), dok drugi nisu dobili zadovoljavajuce rezultate s kamenicama, pa je
metoda u kamenice uglavnom odbacena (Schets i sur., 2007).

Na temelju relativno visokog proteinskog sadrzaja Skoljkasa, koji se ovisno o vrsti
moze kretati od 8% do 20%, Robertson i Gjerde su 2007. godine razvili metodu digestije
pepsinom koja se temelji na metodologiji koja se obi¢no koristi za detekciju li¢inki obli¢a
Trichinella spp. u mesu i licinki obli¢a Ostertagia ostertagi iz sluznice kod stoke. Ova metoda
je pokazala relativno veliku uspjesnost (70-80%), nakon koje slijedi IMS izolacija oocista i
IFAT (engl. immunofluorescent antibody test) detekcija (Robertson 1 Gjerde, 2007). IFAT je
modificirao Willis i sur. 2013. godine, time S$to je digestiju pepsinom zamijenio proteinskom
digestijom, nakon ¢ega slijedi koncentriranje tj. centrifugiranje i ispiranje u deterdzentu, ¢ime
je izbjegnut skupi IMS postupak. Ova izmijenjena metoda ima prednosti jer je znatno
jeftinija, a razlike u rezultatima su vrlo male. Medutim, ova metoda nije u potpunosti
modificirana za analizu uzoraka s veéom koli¢inom tkiva, a taj problem se u nekim
slu¢ajevima moze rijesiti ukljucivanjem dodatnih koraka procis¢avanja (Robertson, 2014).
Daljnja istrazivanja s proteinskom digestijom bi u buducnosti mogla pruziti standardiziranu
metodu koja se moze smatrati pogodnom ukoliko je potvrde i drugi laboratoriji.

Iako se u vecini studija IFAT koristi kao metoda detekcije Cryptosporidium
kontaminacije u svjezim proizvodima, nekoliko istrazivackih skupina koje analiziraju
prisutnost Cryptosporidium oociste kod Skoljkasa koriste druge tehnike ili kombiniraju IFAT
s drugim tehnikama kao §to su fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) i lancana reakcija
polimerazom (PCR) (Robertson, 2014). Smatra se da je PCR manje osjetljiva metoda nego
IFAT, pa bi bilo idealno kada bi se razliCite tehnike medusobno nadopunjavale. lako
molekularne metode mogu omoguciti istovremenu identifikaciju vrsta, ovo se moze raditi i
IFAT tehnikom. Ucinkovitost primijenjene metode medutim, uvelike ovisi o vrsti Skoljkasa.
Jedna od studija koja je usporedivala uinkovitost metoda za otkrivanje Cryptosporidium
oocista kod skoljkaSa, utvrdila je da je najosjetljivija metoda za detekciju C. parvum oocita
kombinacija IMS koncentracije s IFAT detekcijom (Miller i sur., 2006). Istrazene su i
molekularne metode, premda je IFAT detekcija pokazala veliku osjetljivost. Tako npr.
lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. real-time polymerase chain reaction
- PCR) omogucava automatizirano ispitivanje, visoki protok i semikvantitativne podatke te je

prema tome bolja od konvencionalnog PCR-a (Robertson, 2014).
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1.4.2. Pojavnost Cryptosporidium oocista u $koljkasima

Pokusna istrazivanja jasno su pokazala da Skoljkasi imaju sposobnost zadrzavanja,
nakupljanja ali 1 filtriranja Cryptosporidium oocista iz okolnih voda (Graczyk i sur., 2003).
Nadalje, Cryptosporidium oociste pokazale su veliku povezanost s morskim makroagregatima
(velike Cestice u moru) (Shapiro i sur., 2013). Pokusi su pokazali da su oociste dva do tri reda
veli¢ine viSe koncentrirane u spomenutim agregatima, nego u estuarijskim i morskim vodama
oko agregata. Smatra se da makroagregati povecavaju njihovu biolosku raspolozivost
beskraljeznjacima, a time i njihovo ugradivanje u morsku hranidbenu mrezu (Shapiro 1 sur.,
2013).

Iako nikad nije zabiljezena kriptosporidioza ljudi povezana sa skoljkasima, obavljeno
je nekoliko istrazivanja Cryptosporidium oocista kod Skoljkasa. Neka od ovih istrazivanja
provedena su s namjerom ispitivanja akumulacije oocista u Skoljkasa kao metoda procjene
kontaminacije vode (Izumi i sur., 2012), ili ¢ak s namjerom da se Skoljkasi koriste kao
sredstvo za osiromasenje oocista iz kanalizacije kako bi se sprijeCilo daljnje oneciS¢enje
vodenog okolisa (Izumi i sur., 2012). Medutim, veéina provedenih ispitivanja uzima u obzir
SkoljkaSe kao hranu koja je potencijalno sredstvo prijenosa, te je vec¢i broj ispitivanja
proveden na Skoljkasima nego na vocu ili drugim svjezim proizvodima, usprkos tome §to su
voce 1 drugi proizvodi povezani s dokazanim epidemijama.

Stovise, nekoliko ispitivanja kod $koljkasa pokusalo je utvrditi infektivnu sposobnost
oocista pronadenih u Skoljkasima. Infektivnost se ispitivala inficiranjem miSeva, a pokazalo
se da su oociste nadene u SkoljkaSa bile zarazne. Osim miSeva, infektivnost oocista se
odredivala i pomocu bioloskog testa (analiticka metoda kojom se odreduje potentnost
supstance temeljem njenog djelovanja na stanice i tkiva), Sto nije rezultiralo infekcijama
kakve su utvrdene kod miseva (Robertson, 2014).

Analize molekularnim metodama su provedene kod nekih ispitivanja u svrhu
dobivanja informacije koja vrsta roda Cryptosporidium je najcesc¢a kod Skoljkasa, a rezultati
su pokazali da su Skoljkasi naj¢eS¢e kontaminirani sa C. parvum (Fayer i sur., 2003; Gomez-
Couso i sur., 2006; Miller 1 sur., 2006; Molini 1 sur., 2007). Osim C. parvum, nekoliko studija
je dokazalo C. hominis (Fayer 1 sur., 2003; Gomez-Couso i sur., 2006; Miller 1 sur., 2006;
Molini i sur., 2007), dok su druge utvrdile vrste Cryptosporidium koje su manje povezani s
ljudskim infekcijama, i to C. baileyi (Fayer i sur., 2003), C. meleagridis (Fayer i sur., 2003),
C. andersoni (Gomez-Couso 1 sur., 2006), i C. felis (Miller 1 sur., 2006).
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1.4.3. Prociséavanje Skoljkasa i prevencija bolesti

Ho i Tam su 2000. godine istrazivali in vitro metodu prirodnog procis¢avanja
SkoljkaSa koja se koristi u nekim drzavama. Navedena metoda se temelji na uranjanju
onecis¢enih Skoljkasa u ¢istu vodu na odredeno vrijeme kako bi se prirodno procistili. U
istrazivanju, Skoljkasi su najprije tijekom 48 sati potpuno procis€eni u sustavima za
procis¢avanje koji sadrzavaju UV lampu, a zatim su stavljeni u slanu vodu s visokom
koncentracijom E. coli (Razi¢, 2017). Gotovo odmah nakon postavljanja Skoljkasa u
onecis¢enu vodu bakterije su se koncentrirale u skoljkaSima, a najvisa koncentracija bakterija
u tkivu Skoljkasa zabiljeZzena je ve¢ nakon 3 do 5 sati izlaganja. Nakon toga Skoljkasi su
prebaceni u Cistu vodu, a koncentracija E. coli kod Skoljkasa se poCela smanjivati prvo naglo,
a zatim sporije, ali ni nakon dva dana Skoljkasi nisu bili potpuno proc¢is¢eni. To se povezuje s
njihovim prirodnim ciklusom hranjenja koje je rezultiralo ponovnim ulaskom bakterije u
Skoljkase. Upravo iz navedenih razloga metoda prirodnog prociS¢avanja u zatvorenom
sustavu nije idealna, jer i nakon nje koncentracija mikroorganizama u Skoljkasima ostaje
poviSena. Krajnji ishod ovisi o po¢etnoj koncentraciji mikroorganizama akumuliranih u tkivu,
o kvaliteti vode u koju se Skoljkasi stavljaju na procis¢avanje, te o ucestalosti izmjene vode
(Razi¢, 2017).

Osim metode prirodnog prociSéavanja postoje i druge metode tj. strategije za
prevenciju bolesti, a jedna takva strategija bi bila vece ulaganje u sustav prociS¢avanja
otpadnih voda jer su one glavni izvor mikrobioloSkog onecis¢enja Skoljkasa. Takoder je vazna
i bolja edukacija ljudi o mogucnosti zaraze i vaznosti termicke obrade Skoljkasa (Wittman i
Flick, 1995). Posebno je vazno educirati skupine ljudi s oslabjelim imunitetom poput
bubreznih bolesnika, za koje je izrazito opasan Vibrio vulnificus. Istrazivanje provedeno na
bubreZnim bolesnicima pokazuje kako 48% bolesnika jede sirove Skoljkase jer nisu educirani
o moguéim rizicima za svoje zdravlje. Mjesec dana nakon provedene edukacije 75%

ispitanika izjavilo je kako u buduénosti vise nece jesti sirove Skoljkase (Gholami i sur. 1998).

1.5. Svrha i ciljevi rada

Cilj ovog rada je ispitati:
- prisutnost nametnika Cryptosporidium spp. u dagnjama iz Jadranskog mora koje su

izloZene antropogenim utjecajima;
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- vrijeme potrebno za procis¢avanje E. coli i nametnika Cryptosporidium spp. iz
dagnji postavljenih u bazene sa slobodnim protokom vode;
- povezanost izmedu E. coli i nametnika Cryptosporidium spp., i brzine pro¢is¢avanja

skoljkasa.
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2. MATERIJALI I METODE

2.1. Uzorkovanje

Dagnje konzumne veli¢ine prikupljene su na uzgajaliStu Stipan Jaz u Marini pokraj
Trogira (43°30'47.5"N, 16°09'20.7"E). Navedeno uzgajaliSte svrstano je u podrucje
mikrobioloske kakvo¢e mora A. Nakon pazljivog i temeljitog CiS¢enja od obraStaja, dagnje su
spremljene u pergolar te ostavljene dva dana u more blizu antropogenog izvora
mikrobioloskog oneciS¢enja. Potom su dostavljene u Institut za oceanografiju i ribarstvo gdje
su nakon temeljitog mijeSanja i uzimanja pocetnog uzorka (30 komada) podijeljene u tri
jednake grupe. Svaka grupa podijeljena je u tri podgrupe od po 30 jedinki. Podgrupe su
stavljene u mrezaste vrecice. Vrec¢ice s dagnjama su potom objeSene u bazene sa stalnim
protokom svjeze morske vode na nacin da su sve tri podgrupe iste grupe dagnji smjestene u
isti bazen. Na taj smo nacin omogucili procis¢avanje dagnji u tri replike pri istim uvjetima.
Poduzorci dagnji (po jedna vre¢ica s 30 jedinki, iz svakog od 3 bazena) uzimani su u

vremenskim razmacima od 12, 24 i1 48 sati nakon pocetka prociscavanja.

2.2. Obrada tkiva SkoljkaSa za pretragu na Cryptosporidium parvum

Obrada uzoraka zapoceta je vadenjem i uzorkovanjem digestivnih Zlijezdi 30 dagnji
koje su bile izlozene izravnim utjecajem antropogenog djelovanja (kanalizacije), a koje nisu
postavljene u sustav prociS¢avanja (oznaka Oh MGD 1-30), dok je ostalih 90 dagnji
namijenjenih za parazitolosku obradu uzoraka, postavljeno na procis¢avanje na nacin da je po
30 dagnji stavljeno u 3 razli¢ita bazena; u prvom bazenu procis¢avanje je trajalo 12 sati, u
drugom 24 sata, a u treCem 48 sati (oznake 12h MGD 1-30, 24h MGD 1-30 i 48h MGD 1-30).
Po zavrSetku prociS¢avanja isti postupak vadenja digestivne zlijezde primijenjen je i na
proc¢is¢enim dagnjama. Nakon Sto su digestivne zlijezde izvadene iz dagnji zapoceta je
analiza tkiva Skoljkasa na pojavnost Cryptosporidium parvum. Homogenizacija tkiva
Skoljkasa provedena je u digestoru radi koriStenja dietil etera tijekom postupka. Sve
digestivne Zlijezde stavljene su u tubice od 5 ml te je u tubice dodan 1 ml puferirane otopine
fosfatnih soli (PBS), a nakon S§to je PBS dodan zapoceta je homogenizacijom tkiva.
Digestivne zlijezde homogenizirane su pomoc¢u Stapnog homogenizatora (Ultraturax) (Slika

8A), 4x po 30 sek sa stankama izmedu homogeniziranja. Izmedu uzoraka Stap Stapnog
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homogenizatora bilo je potrebno ocistiti etilnim alkoholom 1 destiliranom vodom. U tubice s
homogenatom digestivne Zlijezde dodan je 1 ml dietil etera te su tubice dobro vorteksirane,
najmanje 30 sek. Tubice s vorteksiranim homogenatom su postavljene na centrifugiranje 10
min/ 1250 rpm. Nakon centrifugiranja, u tubicama se stvorio prsten od homogenata digestivne
zlijezde (Slika 8B), pipetom je odpipetiran supernatant do prstena (talog), a prsten izvaden
zli¢icom 1 pohranjen u tubicu od 2 ml. U tubice s prstenom je dodan PBS do vrha tubice,
potom su tubice dobro vorteksirane kako bi se talog Sto bolje isprao, a nakon toga su tubice s
prstenom centrifugirane 2 min/ 13000 rpm. Po zavrSetku centrifugiranja, u tubicama se
stvorio prsten 1 talog na dnu, zliCicom je izvaden prsten iz tubica i pohranjen u nove tubice u
koje je dodan 1 ml PBS-a radi ponovnog ispiranja. Tubice su zatim dobro vorteksirane i
centrifugirane 5 min/ 10000 rpm. Prethodni korak bilo je potrebno ponoviti jos tri puta radi

ispiranja taloga, nakon ¢ega je uslijedila izolacija DNA (lizirajuci pufer).

Protokol za obradu tkiva skoljkasa za pretragu na Cryptosporidium parvum:
1. Svaki skupni uzorak homogenizirati u 1 ml PBS-a koriste¢i Ultraturax (4 pulsa od 30
sek, dodatno ako treba).
Dodati 1 ml dietil etera i dobro vorteksirati, minimalno 30 sek.
Centrifugirati 10 min, 1250 rpm.
Pipetom odpipetirati supernatant do prstena.
Zli¢icom izvaditi prsten i pohraniti u tubicu (2 ml).
U tubicu nadoliti PBS do vrha.
Centrifugirati 2 min, 13000 rpm (prsten se odvoji na prsten i talog).

Zli¢icom izvaditi prsten i pohraniti u tubicu (2 ml).

A A o B

U tubicu dodati 1 ml PBS-a radi ispiranja, dobro vorteksirati da se prsten ispere,
centrifugirati 5 min na 10000 rpm.

10. Ponoviti prethodni korak jos tri puta, i nastaviti s izolacijom DNA (lizirajuéi pufer).
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Slika 8. Stapni homogenizator (Ultraturax) (A) i prikaz stvorenog prstena od homogenata

digestivne zlijezde nakon centrifugiranja (B).

2.3. Molekularna analiza

2.3.1. Izolacija DNA iz homogenata digestivne Zlijezde

Izolacija DNA =zapoceta je tako Sto je prvo uklonjen PBS iz tubice, potom je
plasticnim Stapi¢em smrvljen prsten (talog) u tubici te je dodano 200 pl lizirajuceg pufera i 2
ul proteinaze K (20 mg/ml). Tubice su zatim vorteksirane i kratko centrifugirane, te
postavljene u termomikser (Eppendorf, Biosan) na digestiju preko noc¢i na 55 °C i 550 rpm, t;.
dok se tkivo ne raspadne (Slika 9A). SljedeCeg dana je dodano jo§ 2 ul proteinaze K (20
mg/ml). ZavrSetkom digestije tubice su vorteksirane i centrifugirane 10 min/ 13000 rpm,
nakon ¢ega se u tubicama stvorio talog i supernatant u kojem se nalazi DNA. Supernatant je
pazljivo odpipetiran i premjesten u nove Ciste tubice. U tubice je zatim dodan jednak volumen
izopropanolnog alkohola (200 pl) kao i liziraju¢eg pufera. Nakon dodavanja izopropanolnog
alkohola tubice su vorteksirane kako bi se faze izmijesSale i centrifugirane 10 min/ 13000 rpm.
Kada je centrifuga zavrSila u tubicama se opet stvorio talog i supernatant, ali ovog puta
supernatant je odliven iz tubice, a ostatak je pazljivo otpipetiran da se ne dotakne talog koji
¢ini DNA (Slika 9B). Nakon toga u tubice je dodano 800 pul 70% etilnog alkohola, te su tubice
okretane gore-dolje nekoliko puta radi ispiranja DNA. Po zavrSetku ispiranja DNA, tubice su
centrifugirane 10 min/ 12000 rpm; supernatant iz tubica je odliven i kao prethodni put ostatak

je pazljivo odpipetiran da se ne dotakne talog u kojem je DNA. Kada je supernatant uklonjen,
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tubice su ostavljene otvorene 15-20 min radi susSenja taloga, a zatim je dodano 100 pul TE

pufera radi otapanja taloga. Razlog dodavanja tako velikog volumena TE pufera je taj Sto su

talozi bili iznimno veliki, pa volumen od 20, 40 ili 45 pl koji se inace dodaje nije bio dovoljan

za otapanje taloga.

Protokol za izolaciju DNA :

1.
2.
3.

10.

11.

12.
13.

14.

15.

U tubicu s prstenom dodati 200 pl lizirajuéeg pufera.

Dodati 2 pl proteinaze K (20 mg/ ml) (po potrebi dodati jos 2 ul, ovisno o tkivu).
Vorteksirati 1 kratko centrifugirati.

Digestija preko no¢i na 55 °C u termomikseru uz tresnju (550 rpm) dok se tkivo ne
raspadne (dodati 2 pul proteinaze K ujutro po potrebi, ovisno o tkivu).

Vorteksirati, centrifugirati 10 min na 13000 rpm.

Premjestiti supernatant (DNA je u supernatantu) u Cistu tubicu (paziti da se ne pokupi
talog), po potrebi ponovno centrifugirati (7-8 min na 13000 rpm) te ispipetirati
preostali supernatant.

Dodati 1 volumen izopropanolnog alkohola (na 200 ul liziraju¢eg pufera ide 200 pl
izopropanolnog alkohola koji obara DNA na dno).

Vorteksirati da bi se izmijeSale faze.

Centirifugirati 10 min na 13000 rpm.

Supernatant prvo izliti, a zatim ostatak pazljivo odpipetirati paze¢i da se ne dotakne
talog (DNA je u talogu).

Nadodati 800 pl 70% etilnog alkohola, izmijesati okre¢uci tubicu 5-6 puta (ispiranje
DNA).

Centrifugirati 10 min na 12000 rpm.

Supernatant prvo izliti, a zatim ostatak pazljivo odpipetirati paze¢i da se ne dotakne
talog (DNA je u talogu).

Ostavite da se talog susi 15-20 min (ovisno o veli¢ini taloga), tubicu okrenuti otvorom
prema dolje.

Talog otopiti u TE puferu (ovisno koliko ima taloga tj. DNA, toliko dodati TE pufera,
najcesce 20, 40 ili 45 pl).
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Slika 9. Uzorci postavljeni na digestiju u termomikseru (Eppendorf, Biosan) (A) i dobiveni

DNA talog (B).

2.3.2. Odredivanje koncentracije i ¢istoce izoliranih DNA uzoraka

Nakon §to je iz uzoraka izolirana DNA, bilo je potrebno pomocéu spektrofotometra
(Genova Nano) (Slika 10) odrediti koncentraciju i Cisto¢u izolirane DNA mjerenjem omjera
absorbancije na valnoj duljini A 260/280 koja se o€itava radi odredivanja kontaminacije DNA
s proteinima, a ¢iji se omjer Cistoce 1,8 opcenito prihvaca kao optimalan za DNA, te
mjerenjem omjera absorbancije na valnoj A 260/230 koja se ocitava radi odredivanja
kontaminacije DNA fenol-kloroform-izoamil-alkoholom ili drugim aromatskim spojevima, a
¢iji se omjer Cistoce iznad 1,8 opcenito prihvaca kao optimalan za DNA. Instrument je prije
pocetka ocitavanja bilo potrebno kalibrirati dodavanjem 1 pl TE pufera na mjesto izvora
zraenja. Kada je kalibracija zavrSena, na izvor zracenja je dodan 1 pl izolirane DNA
otopljene u TE puferu, te je ocitana koncentracija i Cisto¢a (Tablica 2, Tablica 3, Tablica 4,
Tablica 5), a izmedu uzoraka je papirom obrisano mjesto (izvor zracenja) gdje je stavljena
kapljica. Obzirom da su koncentracije DNA bile iznimno visoke, bilo je potrebno smanjiti

koncentraciju dodavanjem TE pufera u tubicu s otopljenom DNA.
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Slika 10. Spefrofotometar (Genova Nano).

Tablica 2. Prikaz pocetne i kona¢ne koncentracije DNA te Cisto¢e DNA za uzorke 0h MGD

1-30.
Pocetni Kona¢ni
Broj VO;?:;:: EE Pocetna 3 volumen Konaénaﬂ Cistoéa  Cistoca
uzorka kojem je koncentracija dodanog koncentracija DNA-A DNA-A
otopljena DNA (pg/ml) TE DNA (ug/ml) 260/280 260/230
DNA pufera
1. 100 pl 1861 1100 pl 200,8 1,918 2,029
2. 100 pl 9999 1100 pl 261,44 1,986 2,231
3. 100 pl 9999 1700 pl 393 1,897 2,286
4. 100 pl 1815 700 pl 202,2 1,969 1,822
5. 100 pl 2043 1100 pl 198,4 1,976 2,191
6. 100 pl 9999 1700 pl 359,7 1,874 2,354
7. 100 pl 9999 1500 pl 205,4 1,914 2,150
8. 100 pl 2110 1100 pl 203,7 2,009 2,169
9. 100 pl 9999 1900 pl 653,2 1,887 2,366
10. 100 pl 9999 1700 pl 356,1 2,031 2,209
11. 100 pl 9999 700 pl 282,7 1,863 2,415
12. 100 pl 9999 1300 pl 207,4 1,907 2,114
13. 100 pl 1783 900 pl 173,4 1,908 1,650
14. 100 pl 9999 1300 pl 260,7 1,991 2,278
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15. 100 pl 9999 1900 pl 509 1,904 2,377

16. 100 pl 9999 1900 pl 696,8 1,916 2,332
17. 100 pl 9999 1300 pl 274,2 1,886 2,068
18. 100 pl 9999 1300 pl 260,5 1,981 2,166
19. 100 pl 2351 1100 pl 241 1,995 1,831
20. 100 pl 9999 1500 pl 255.2 1,888 2,331
21. 100 pl 68,32 / / 2,031 2,635
22. 100 pl 930,6 700 pl 167,1 1,927 1,847
23. 100 pl 119,3 / / 1,997 2,249
24. 100 pl 1675 1100 pl 187,2 1,940 1,732
25. 100 pl 1481 1100 pl 155,4 1,917 1,477
26. 100 pl 9999 1900 pl 467,7 1,889 2,361
27. 100 pl 9999 1900 pl 627,2 1,850 2,358
28. 100 pl 2318 1300 pl 197,9 2,205 2,175
29. 100 pl 9999 1900 pl 645,7 1,881 2,288
30. 100 pl 9999 1700 pl 258,4 1,887 2,160

Tablica 3. Prikaz pocetne 1 kona¢ne koncentracije DNA te Cisto¢e DNA za uzorke 12h MGD

1-30.
Pocetni Konani

volumen TE Pocetna ! Kona¢na Y . . Y. . ,
Broj ufera u koncentracij volumen koncentracij Cistoca  Cistoca
zorlJ(a ﬁo'em je a DNA : dodanog a DNA J DNA-A~ DNA-A
" 1M 260/280  260/230

otopljena (ng/ml) ufera (pg/ml)
DNA p

1. 100 pl 9999 1900 pl 399.6 1,927 2,236

2. 100 ul 1937 1300 pl 172 1,918 1,785

3. 100 ul 1623 1300 pl 173,8 1,862 1,267
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

100 pl

100 pl

100 pl

100 pl

100

100

100

100

100 pl

100 pl

100 pl

100 pl

100

100

100

100

100 pl

100 pl

100 pl

100 pl

9999

9999

9999

2413

9999

9999

9999

1464

9999

9999

2406

2366

1334

1712

9999

9999

2205

9999

2023

2074

1700 pl

1700 pl

1700 pl

1500 pl

1900 pl

1300 pl

1300 pl

900 pl

1300 pl

1300 pl

1300 pl

1300 pl

700 pl

900 pl

1900 pl

1900 pl

1500 pl

1900 pl

900 pl

1100 pl

289.,4

255,3

265,1

205,5

700,8

238,9

243,1

178,9

221,7

2479

220,7

200,4

205

184,4

3359

231,8

193,9

671,6

173,2

225,2

1,834

1,896

1,874

1,976

1,872

1,912

1,997

1,868

1,870

2,025

1,884

1,914

1,896

1,876

1,865

1,857

1,946

1,846

1,863

1,962

2,354

2,034

2,068

2,141

2,336

2,049

2,068

1,466

2,080

2,277

1,139

1,674

1,676

1,437

2,368

2,361

1,868

2,375

1,702

1,952
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24. 100 pl 597 300 pl 199,5 1,994 1,882

25. 100 pl 910,3 500 pl 186,7 1,883 1,542
26. 100 pl 1548 700 pl 236,7 1,871 1,932
27. 100 pl 2262 1100 pl 246,9 1,998 1,991
28. 100 pl 480,9 300 pl 170,5 1,922 1,699
29. 100 pl 2110 1100 pl 216,9 1,924 1,930
30. 100 pl 2090 1100 pl 210,7 1,935 2,002

Tablica 4. Prikaz pocetne i konac¢ne koncentracije DNA te ¢isto¢e DNA za uzorke 24h MGD

1-30.
Pocetni Konatni
volumen TE Pocetna ! Konaéna v, v, .,
Broj ufera u koncentracij volumen koncentracij Cistoca  Cistoca
orlJ(a ﬁo'em je a DNA ’ dodanog a DNA J DNA -A = DNA-A
u jem) 260/280  260/230
otopljena (pg/ml) fera (pg/ml)
DNA pu
1. 100 pl 7949 500 ul 175,8 1,825 1,502
2. 100 pl 1532 700 pl 2364 1,908 1,974
3. 100 ul 1632 900 ul 201,5 1,973 1,734
4. 100 ul 9999 1900 pl 427.9 1,871 2,337
5. 100 ul 1867 700 pl 254.9 1,921 1,775
6. 100 ul 9999 1900 pl 580,8 1,850 2,292
7. 100 pl 1587 1000 pl 210,5 1,939 1,938
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

100 pl

100 pl

100 pl

100 pl

100

100

100

100

100 pl

100 pl

100 pl

100 pl

100

100

100

100

100 pl

100 pl

100 pl

100 pl

1880

802,9

1519

2159

9999

1209

9999

835,6

1916

1952

9999

1596

9999

9999

2092

2156

9999

2334

923,1

9999

1000 pl

500 pl

700 pl

1100 pl

1900 pl

700 pl

1900 pl

500 pl

900 pl

700 pl

1700 pl

700 pl

1900 pl

1700 pl

1100 pl

1300 pl

1900 pl

1700 pl

900 pl

1900 pl

2349

178,6

241,3

226,2

5419

196,2

486,9

181,6

225,1

250,6

354,3

2473

206

375,2

2243

194,7

590,4

166,7

194,7

522

1,969

1,815

1,933

1,970

1,869

1,810

1,892

1,824

1,901

1,933

1,821

1,848

1,932

1,883

1,993

1,952

1,872

1,950

1,955

1,865

2,102

1,456

1,863

2,159

2,344

1,442

2,276

1,570

1,730

1,759

2,089

1,476

2,292

2,584

2,443

2,639

2,455

2,682

2,084

2,567
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28. 100 pl 1529 1700 pl 182,5 1,980 2,433

29. 100 pl 1638 1300 pl 147,9 1,916 2,199

30. 100 pl 9999 1900 pl 623,1 1,901 2,413

Tablica 5. Prikaz pocetne 1 kona¢ne koncentracije DNA te Cisto¢e DNA za uzorke 48h MGD

1-30.
Pocetni Konaéni
volumen TE Pocetna Konacna Y . . Yo . .
Broj ufera u Kkoncentracij volumen koncentracij Cistoca  Cistoca
uzorlj(a Eo'em je a DNA : dodanog a DNA J DNA-A DNA-A
jem] TE 260/280  260/230
otopljena (pg/ml) ufera (pg/ml)
DNA P
1. 100 ul 832,2 1300 pl 182 1,915 2,101
2. 100 ul 9999 1700 pl 191,4 2,008 2,379
3. 100 pl 9999 1900 pl 511,9 1,873 2,502
4. 100 pl 2249 1700 pl 2477 1,874 2,673
5. 100 pl 2353 1900 pl 404,1 1,901 2,441
6. 100 pl 9999 1900 pl 335,6 1,937 2,330
7. 100 ul 9999 1700 pl 2273 1,927 2,607
8. 100 ul 9999 1900 pl 631,4 1,857 2,470
9. 100 ul 2315 1700 pl 167,3 1,980 2,432
10. 100 ul 1570 1700 pl 175,9 1,999 2,431
11. 100 pl 1092 1300 pl 155,3 1,890 2,199
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

100 pl

100 pl

100 pl

100 pl

100

100

100

100

100 pl

100 pl

100 pl

100 pl

100

100

100

100

100 pl

100 pl

100 pl

9999

982,2

772,5

9999

2173

1400

1645

9999

1863

1023

1203

1159

851,7

1745

9999

9999

1283

1024

9999

1700 pl

900 pl

900 pl

1900 pl

1700 pl

1300 pl

1700 pl

1900 pl

1700 pl

1300 pl

1700 pl

1300 pl

900 pl

1700 pl

1900 pl

1900 pl

1300 pl

900 pl

1900 pl

235,2

198,3

153,3

522,5

253,5

211,8

200,9

491,7

214,5

169,8

203

174,2

179,1

227,2

641,5

3594

2254

214

4433

2,033

2,050

1,885

1,877

2,033

1,976

2,050

1,835

2,065

1,900

1,859

1,986

1,871

1,930

1,964

1,872

1,995

1,894

1,891

2,355

2,241

1,690

2,438

2,394

2,413

2,503

2,248

2,517

2,138

2,419

2,410

2,075

2,542

2,543

2,593

2,312

1,876

2,281
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2.3.3. Ugnijezdena lancana reakcija polimerazom izoliranih DNA uzoraka

Ugnijezdena lancana reakcija polimerazom (engl. Nested polymerase chain reaction -
PCR) je modificirani PCR koji je dizajniran u svrhu poboljSavanja osjetljivosti i specifi¢nosti.
Nested PCR ukljucuje dva para pocetnica i dvije uzastopne PCR reakcije. Prvi par pocetnica
oblikovan je tako da se vezuju na sekvence uzvodno od drugog para pocetnica i koriste se u
prvoj PCR reakciji. Amplikoni koji su rezultat prve PCR reakcije koriste se kao predlozak za
drugi par pocetnica i za drugi korak amplifikacije. Ovom tehnikom se moze znatno poboljsati
osjetljivost 1 specificnost amplifikacije DNA. Medutim, potencijal za prenoSenje
kontaminacije s reakcije na reakciju se povecava zbog dodatne manipulacije amplikona. Da bi
se smanjila mogucénost kontaminacije, razliCiti koraci procesa bi se trebali obavljati u
razli¢itim prostorijama i PCR uredajima.

Nakon §to su koncentracije namjesStene i1 ocCitane (prosje¢nog raspona od 255 do 301
ug/ml), te su oc€itane Cistoce izoliranih uzoraka, pripremljena je PCR smjesa za prvu PCR
reakciju (1° PCR 1,5 mM MgCl, MIX) prema protokolu ,,Cryptosporidium typing using SSU
gene PCR (nested PCR)*, autora Kristin Elwin, a kojeg potpisuje Dr. Rachel M. Chalmers. Za
pripremu PCR smjese koristen je Qiagenov kit za PCR koji sadrzi: H,O, 10x pufer, MgCl,,
dNTP i HotStartTaqg DNA polimerazu, te Sigma pocetnice: Cy 18s1F i Cy 18s1R (Tablica 6).
Pripremljena smjesa razdijeljena je u 31 tubicu za PCR (0,2 ml) po 24 ul (Tablica 7). U prvih
30 tubica sa smjesom je dodan 1 pl prethodno izolirane DNA, a u trideset prvu tubicu je
dodana pozitivna kontrola tj. DNA referentnog izolata Cryptosporidium parvum (CP11) koji
je suradnjom s Kristin Elwin dostavljen iz Public Health Wales Microbiology Division, UK.
Svrha pozitivne kontrole je da se u slucaju negativnih rezultata zna da su svi postupci i

tehnike prilikom amplifikacije ciljanog DNA dobro odradeni.

Tablica 6. Slijed pocetnica (5°’— 3’) uporabljenih u prvoj PCR reakciji (1° PCR 1,5 mM

MgCl, MIX).
Cy 18s1F TTCTAGAGCTAATACATGCG
Cy 18sIR CCCATTTCCTTCGAAACAGGA
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Tablica 7. Sastojci reakcijske smjese za prvu PCR reakciju (1° PCR 1,5 mM MgCl, MIX).

Qiagen
1x (25 pb)
1,5 Mm MgCl,
H,0O 19,87 ul

10x pufer (15 mM MgCl,, 2,5 ul

MgCl, (25 mM) 0l
dNTP 0,5 ul
PF (Cy 18s1F) 0,5 ul
PR (Cy 18s1R) 0,5 wl
DNA 1wl
HotSta%*tTaq DNA 0.125 ul
polimeraza

PCR tubice s PCR smjesom su kratko vorteksirane i centrifugirane, a zatim su
stavljene u PCR uredaj tj. termocikler (Bio-Rad) (Slika 11), te je pokrenuta PCR reakcija

prateci profil ciklusa koji je prikazan u Tablici 8.

Slika 11. PCR uredaj — termocikler (Bio-Rad).
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Tablica 8. Uvjeti za prvu PCR reakciju (1° PCR 1,5 mM MgCl, MIX).

Temperatura Vrijeme trajanja Broj ciklusa
95 °C 15 min 1x
94 °C 30 sek 1x
60 °C 30 sek 35x
72 °C I min 35x
72 °C 10 min 35x
20 °C 0 1x

Zavrsetkom prve PCR reakcije pripremljena je PCR smjesa za drugu PCR reakciju (2°
PCR 3,5 mM MgCl, MIX). Koristen je isti Qiagenov kit (H,O, 10x pufer, MgCl,, dNTP i
HotStartTaqg DNA polimerazu) za PCR kao u prethodnoj reakciji, razlika je $to je u smjesu
dodavan MgCl; §to nije bio slucaj u prethodnoj reakciji, te je koriSten drugi par Sigma
pocetnica: Cy 18s2F 1 Cyl8sJR2 (Tablica 9). Smjesa je ponovno razdijeljena u 31 PCR
tubicu, te je u tubice sa smjesom dodan 1 pl PCR produkta iz prethodne PCR reakcije
(Tablica 10).

Tablica 9. Slijed pocetnica (5’— 3”) uporabljenih u drugoj PCR reakeiji (2° PCR 3,5 mM

MgCl, MIX).
Cy 18s2F GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG
Cy18sIR2 CTCATAAGGTGCTGAAGGAGTA
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Tablica 10. Sastojci reakcijske smjese za drugu PCR reakciju (2° PCR 3,5 mM MgCl, MIX).

Qiagen
1x (25 pb)
3,5 Mm MgCl,
H,0O 17,87 ul

10x pufer (15 mM MgCl,, 2.5 ul

MgCl, (25 mM) 2wl
dNTP 0,5 ul
PF (Cy 18s1F) 0,5 ul
PR (Cy 18s1R) 0,5 wl
DNA 1wl
HotSta?tTaq DNA 0.125 ul
polimeraza

PCR tubice s PCR smjesom su kratko vorteksirane i centrifugirane, te su stavljene u
PCR uredaj tj. termocikler (Applied Biosystems) (Slika 12), a zatim je pokrenuta druga PCR

reakcija prateci profil ciklusa koji je prikazan u Tablici 11:

Slika 12. PCR ureéj — termocikler (Applied Biosystems).
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Tablica 11. Uvjeti za drugu PCR reakciju (2° PCR 3,5 mM MgCl, MIX).

Temperatura ::;?:ﬁ: Broj ciklusa
95°C 15 min 1x
94 °C 30 sek 35x
62 °C 30 sek 35x
72 °C 1 min 35x
72 °C 10 min Ix
20 °C 0

1x

2.3.4. Gel elektroforeza DNA uzoraka

Elektroforeza je metoda koja se koristi u molekularnoj biologiji kako bi se razdvojili
fragmenti DNA molekula i kako bi se utvrdile veliCine razdvojenih fragmenata. Elektroforeza
se zasniva na procesu gdje otopljena tvar ili Cestica efektivnog naboja putuje pod djelovanjem
elektricnog polja po viskoznom puferu (Doncevi¢, 2017). Otopljena tvar tj. Cestica ovisno o
svom naboju putuje od negativne ka pozitivnoj elektrodi ili obrnuto. Tijekom elektroforeze
DNA putuje od negativne ka pozitivnoj elektrodi zbog njenog negativnog naboja, pri ¢emu
manji fragmenti prolaze brze, a veci fragmenti sporije kroz pufer. Brzina elektroforetske
pokretljivosti ovisi o sljede¢im cCimbenicima: veli€ini Cestica, temperaturi, pH, jakosti
elektri¢ne struje, elektricnom naboju i vremenu putovanja. Ovi ¢imbenici utje¢u na uspjesnost
izvedenog pokusa i na konacne rezultate. Elektroforeza nukleinskih kiselina obi¢no se
provodi u agaroznom ili poliakrilamidnom gelu, ovisno o vrsti uzoraka koji ¢e se podvrgnuti
elektroforezi. Za razdvajanje malih fragmenata (do 500 bp) najcesc¢e se koristi poliakrilamidni
gel s veli¢inom pora 5-100 nm, a agarozni gel se koristi za uzorke veli¢ine molekula od 100-
50000 bp (Doncevi¢, 2017).

Nakon zavrSetka PCR reakcije, zapoceta je priprema 1% agaroznog gela za gel

elektroforezu uz pomoc¢ koje ¢e se vidjeti rezultati PCR-a. Gel je pripremljen na sljedeci
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nacin: izvagano je 0,5 g agaroze koja je dodana u tikvicu, u koju je potom uliveno 50 ml 0,5x
Tris-Acetat-EDTA (TAE) pufera. Da bi se agaroza otopila tikvica je stavljena u mikrovalnu
pe¢ u trajanju od 1-2 min uz povremenu provjeru. Kada se agaroze otopila, smjesa tj. otopina
u tikvici je ohladena vodom, u ohladenu otopinu je zatim dodano 3 pl SYBR SAFE boje
(0,006% u ukupnom volumenu gela) koja je potrebna za gel. SYBR SAFE boja je osjetljiva
na svjetlo stoga se postupak izvodio u zatamnjenoj prostoriji kako boja ne bi bila izloZena
neposrednom izvoru svjetla. Otopina iz tikvice je zatim izlivena u kadicu koja je prethodno
oblijepljena izolir trakom da se otopina ne bih razlila, na vrh kadice su stavljena dva reda
cesljica koji ¢e kada se otopina zgusne tvoriti jazice (32 jazice, 16 prvi red 1 16 drugi red) u
gelu, u koje ¢e se dodavati PCR produkt obojan bojom. Kadica je zatim prekrivena s kutijom
da bude u mraku 15-20 min kako bi se otopina zgusnula i stvorila gel. Kada se gel stvorio s
kadice je skinuta izolir traka, te je kadica s gelom uronjena u vecu kadicu u kojoj se nalazi
0,5x TAE pufer, a koja je spojena na elektricni uredaj koji u kadici €ini elektricno polje.
Zatim je na parafilmu koji je prethodno zalijepljen za radnu povrSinu otpipetirana 31 kapljica
boje (6x DNA Loading Dye) volumena 1 pl. Svaka kapljica boje je odvojeno pomijeSana s 4
ul PCR produkta druge PCR reakcije 1 izpipetirana u jazice u gelu, s tim da su prve jaZice u
prvom i drugom redu ostavljene prazne, te je u njih izpipetiran DNA biljeg (Gel pilot 100bp
plus loader) nakon §to su napunjene ostale jazice. Kada su sve jazice bile napunjene, veca
kadica je zatim spojena na elektri¢ni uredaj te je ukljucena struja koja tece od negativnog ka
pozitivnom naboju tvore¢i strujno polje. Kadica je zatim opet pokrivena kutijom da bude u
mraku radi osjetljivosti SYBR SAFE boje koja se nalazi u gelu (Slika 13). Elektri¢ni uredaj je
postavljen na jakost struje od 100 V u trajanju od 35 min. Nakon 35 min elektri¢ni uredaj je
zavrSio s pustanjem elektriCne struje kroz elektri¢no polje i time je zavrSena elektroforeza.
Gel je izvaden iz vece kadice, te je iz kadice pazljivo postavljen na UV transiluminator, tj.

uredaj s UV svijetlom (Vilber Lourmat) (Slika 14) kako bi se vidjeli rezultati.

Protokol za pripremu 1% agaroznog gela:
1. Izvagati 0,5 g agaroze, istresti u tikvicu.
2. U tikvicu uliti 50 ml TAE 0,5x.
3. Otopiti u mikrovalnoj pe¢i 1-2 min uz povremenu provjeru.
4. Ohladiti otopinu vodom.
5. Dodati SYBR SAFE boju (zamracena prostorija).
6. Izliti otopinu u kadicu za pravljenje gela, staviti ¢esljiCe za pravljenje jazica 1 pokriti

kutijom.
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7. Pricekati 15-20 min dok se gel napravi.

Slika 13. Elektroforeza na agaroznom gelu uzoraka DNA umnoZenih Nested PCR reakcijom.

Slika 14. UV transiluminator (Vilber Lourmat) za pregled gela.

2.4. Odredivanje najvjerojatnijeg broja E. coli u uzorcima dagnji

Koncentracija E. coli u dagnjama odredivana je metodom najvjerojatnijeg broja
(MPN) prema ISO 16649-3:2015 1 Donovan 1 sur. (1998). Za svaki uzorak koriSteno je 10
dagnji. Meso i meduljusturna tekucina dodani su u 0,1% peptonsku vodu, u masenom omjeru
1:2 te su homogenizirani u homogenizatoru (Kinematica) 4 x 15 sekundi s pauzama od 15
sekundi. Jednu minutu nakon zavrsetka homogenizacije, 30 ml homogenata dodano je u 70 ml
0,1% peptonske vode, kako bi se pripremilo DO razrjedenje homogenata (homogenat u kojem
je udio mesa i meduljusturne tekucine 10%). Potom su pripremljena jo§ 3 decimalna

razrjedenja homogenata (10 ml prethodnog razrjedenja + 90 ml peptonske vode).
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U svrhu MNP testa, decimalna razrjedenja homogenata nacjepljena su u nizove od pet
epruveta s neselektivnom teku¢om podlogom engl. Mineral Modified Glutamate Broth
(MMGB) po nizu epruveta. U prvi red (niz) epruveta (dvostruka koncentracija MMGB
podloge) u svaku je epruvetu nacjepljenol0 ml DO razrjedenja. U drugi red epruveta u svaku
je epruvetu nacjepljeno 1 ml DO homogenata, u tre¢i red po 1 ml D1 homogenata, u cetvrti
red po 1 ml D2 homogenata, a u peti red po 1 ml D3 homogenata. Epruvete su inkubirane 24
sata pri temperatur 36,5 °C. Pozitivhu reakciju predstavljalo je zamudenje podloge (rast
bakterija) i promjena boje podloge u zutu (promjena pH zbog fermentacije laktoze) (Slika 15).
U svrhu potvrdnog testa, sve epruvete s pozitivnom reakcijom precjepljene su ezom na engl.
Tryptone bile-x-glucuronidase agar (TBX) podlogu te inkubirane 24 sata pri temperature od
44 °C. Nakon inkubacije, sve epruvete koje su na TBX podlozi rezultirale izrastom kolonija
plave ili plavozelene boje smatrane su pozitivhim na E. coli (Slika 16). Temeljem broja
pozitivnih reakcija u svakom nizu epruveta, iz MPN tablice (Prilog 1) o€itana je koncentracija

E. coliu dagnjama (MPN E. coli/100 ml).
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Slika 15. Prikaz pozitivne (Zuto obojenje) i negativne (ljubicasto obojenje) reakcije u

epruvetama prilikom detekcije E. coli.

Slika 16. Prikaz pozitivne (plave, plavozelene kolonije) i negativne (bez kolonija) reakcije na

TBX agaru prilikom potvrdnog testa detekcije E. coli.
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3. REZULTATI I RASPRAVA

3.1. Parazitoloska pretraga dagnji na prisustvo nametnika Cryptosporidium spp.

Dosadasnja istrazivanja Cryptosporidium spp. u Skoljkasa u Hrvatskoj su oskudna, a
nalazi su ve¢inom ograni¢eni na terestricke zivotinje kao §to su psi i domace zivotinje. PeSo 1
sur. (2001) su proveli istrazivanje pojavnosti protozoona Cryptosporidium spp. u pasa na
podruc¢ju Republike Hrvatske. Istrazivanje je provedeno zbog ¢injenice da su psi danas jedni
od najces¢ih kuénih ljubimaca, te zbog velikog broja pasa lutalica u slabije razvijenim
dijelovima Hrvatske gdje je briga za zZivotinje manje vazan c¢imbenik. IstraZivanje je
provedeno u ruralnoj populaciji pasa, obuhvaceno je 220 pasa s podrucja istocne Slavonije i
Cazme. Za otkrivanje pojavnosti Cryptosporidium spp. koristene su modificirane i standardne
metode bojenja. Pozitivan nalaz je utvrden u 4% ispitanih pasa (n = 9 uzoraka), iz ¢ega je
zakljuCeno da je asimptomatska kriptosporidioza u pasa prisutna te bi stoga mogla
predstavljati javno zdravstveni problem.

Takoder su Rajkovi¢ 1 sur. (2008) proveli istrazivanje proSirenosti gastrointestinalnih
nametnika u lovackih pasa u ruralnim dijelovima istocne Hrvatske. JajaSca gastrointestinalnih
plosnjaka su utvrdeni u 72% (n = 166 uzoraka) pasa, dok su ciste protozoa utvrdene u 22,08%
(n = 46 uzoraka) pasa. U 20.96% (n = 48 uzoraka) pasa nisu utvrdeni razvojni stadiji
nametnika. Najzastupljeniji nametnici su bili; Trychuris sp. Cija su jajasca utvrdena u 137
(59,83%) uzoraka fecesa; nematode iz porodice ankilostomida su utvrdene u 52 (22,71%)
uzorka fecesa; Toxocara canis je utvrdena u 42 (21,40%) uzoraka fecesa, dok su oociste
protozoona Cryptosporidium spp. utvrdene u 38 (16,59%) uzoraka fecesa. Osim nalaza
oocista Cryptosporidium spp. u uzorcima fecesa pasa, otkriveno je i1 da su oociste
Cryptosporidium spp. znacajnije zastupljene u zivotinja iznad 6 mjeseci starosti.

Nadalje Rajkovi¢ i sur. (1997) su proveli istrazivanje pojavnosti kriptosporidioze u
teladi. Istrazivanje u trajanju od dvije godine je provedeno na farmi mlije¢nih goveda u
okolici Varazdina. Uzorkovano je 87 fecesa teladi, te je utvrdeno da je 43,67% invadirano s
Cryptosporidium spp., od svakog teleta uzimani su uzorci fecesa od 1 do 27 dana zivota.
Najranija pojavnost Cryptosporidium spp. utvrdena je u teleta starog dva dana. Utvrdeno je da
gotovo 50% teladi poc€inje izluCivati Cryptosporidium spp. oociste tijekom 11 1 12 dana
Zivota, te je utvrden i jac¢i intenzitet invadiranosti u manjem broju uzoraka i to u teladi dobi od

8 do 12 dana Zivota.
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Obzirom na rezultate i mjesta gdje su provedena prethodna istrazivanja mala je
mogucnost da inficirani psi mogu kontaminirati more, dok bi farme domacih zivotinja ukoliko
su postavljene u blizini mora mogle predstavljati zna¢ajan izvor kontaminacije. Medutim, dva
istrazivanja objavila su nalaz Cryptosporidium spp. u dvije vrste Skoljkasa, Mladineo 1 sur.
(2009) proveli su istrazivanje na dagnji (Mytilus galloprovincialis) iz uzgajaliSta u Malom
Stonu. Tijekom jednogodis$njeg istrazivanja analizirane su populacije dagnji sa Cetiri razli¢ita
mjesta na podruc¢ju Maloga Stona. Kao metoda detekcije Cryptosporidium sp. koristena je
metoda imunofluorescencije. Ukupna godiSnja prevalencija Cryptosporidium spp. bila je
16,8%, te je napravljena korelacija s najvjerojatnijim brojem E. coli u dagnjama i morskoj
vodi i abiotickim ¢imbenicima (temperatura, salinitet, kisik). Rezultati ovog istrazivanja
upucuju na nuznost azuriranja postojec¢ih mjera sanitarne kontrole u Hrvatskoj.

Takoder su Mladineo i sur. (2011) analizirali pojavnost Cryptosporidium sp. i Giardia
sp. kod brbavica (Venus verrucosa), koje imaju visoku trgovacku vrijednost na Sredozemlju,
a u Hrvatskoj su jedna od najrasirenijih vrsta SkoljkaSa koje su zbog svoje relativno visoke
trziSne cijene zanimljiv kandidat za akvakulturu. Istrazivanje je provedeno na brbavicama
koje su prikupljene u Kastelanskom zaljevu. Metode koriStene za detekciju Cryptosporidium
sp. 1 Giardia sp. su imunofluorescencija i polimeraza lancana reakcija (PCR). Najveci broj
Cryptosporidium sp. oocista je zabiljezen tijekom jeseni (45/ kg SkoljkaSa) dok je najveci broj
Giardia sp. zabiljezen zimi (556/ kg $koljkasa). Bitno je spomenuti da je brojnost Giardia sp.
oosicta bila 14 puta veca od brojnosti Cryptosporidium sp. oocista.

Predmetno istrazivanje pojavnosti Cryptosporidium spp. u SkoljkaSa pod
antropogenim utjecajem, po prvi puta je upotrijebilo molekularnu metodu detekcije koristeci
ugnijezdenu lancanu reakciju polimerazom (Nested PCR), koja se smatra referentnom za
protokol engl. ,, Cryptosporidium typing using SSU gene PCR (nested PCR)*, autora Kristin
Elwin. Kako bi bili sigurni da mogu¢i negativan nalaz amplifikacije ciljanog fragmenta DNA
nematnika nije uvjetovan greSkom u tehnici i postupku, upotrijebljena je i pozitivna kontrola
u vidu DNA referentnog izolata Cryptosporidium parvum (CP11) koji je suradnjom s Kristin
Elwin dostavljen iz Public Health Wales Microbiology Division.

Usprkos svemu, u ispitivanim uzorcima (ukupno 120) koji su uzorkovani tijekom 0,
12, 24 1 48 sati od postavljanja izloZzenih Skoljkasa u sustav prociS¢avanja, nije otkrivena
DNA Cryptosporidium spp. (Slika 17, Slika 18, Slika 19, Slika 20). Ovo sugerira da u
dagnjama izloZzenim antropogenom utjecaju na specifinoj lokaciji, nije doSlo do

kontaminacije oocistama nametnika. Uslijed nedostatka kontaminacije, nije bilo moguce
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utvrditi brzinu prociS¢avanja u pokusnom sustavu procis¢avanja, kao ni odnos izmedu brzine

procis¢avanja bakterije Escherichia coli i oocista.

Slika 17. Prikaz rezultata elektroforeze nakon umnozavanja fragmenta 18s ribosomalne RNA
Cryptosporidium spp. pomocu nested PCR reakcije (Oh MGD 1-30). Pozitivna kontrola (DNA

referentnog izolata Cryptosporidium parvum (CP11)) zaokruzena je crvenim krugom.

Slika 18. Prikaz rezultata elektroforeze nakon umnozavanja fragmenta 18s ribosomalne RNA
Cryptosporidium spp. pomocu nested PCR reakcije reakcijom (12h MGD 1-30). Pozitivna
kontrola (DNA referentnog izolata Cryptosporidium parvum (CP11)) zaokruzena je crvenim

krugom.
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Slika 19. Prikaz rezultata elektroforeze nakon umnozavanja fragmenta 18s ribosomalne RNA
Cryptosporidium spp. pomocunested PCR reakcije reakcijom (24h MGD 1-30 (gornji red) 1
48h MGD 1-30 (donji red)). Pozitivna kontrola (DNA referentnog izolata Cryptosporidium

parvum (CP11)) zaokruzena je crvenim krugom.

m Pozitivni uzorci  mNegativni uzorci

Slika 20. Udio Skoljkasa (Mytilus galloprovincialis) negativnih na Cryptosporidium spp.
Iste rezultate dobili su Tedde i sur. (2013) prilikom istrazivanja prisutnosti

Cryptosporidium spp. 1 Giardia spp. u dvije vrste SkoljkaSa; M. galloprovincialis i

Crassostrea gigas, namijenjenim ljudskoj prehrani na podruc¢ju Sardinije.
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U navedenom istrazivanju provedenom na podru¢ju Sardinije prikupljeno je ukupno
1095 jedinki M. galloprovincialis 1 240 jedinki C. gigas od travnja 2011. do veljace 2012.
godine, gdje su autori, za razliku od ovog istraZivanja, procjenjivali sezonsku pojavnost
nametnika u ove dvije ekonomski vazne vrste $koljkasa. Skoljkasi su prikupljeni s uzgajalista
11z centara za proc¢iS¢avanje uz obalu Sardinije, kako bi se osim pojavnosti oocista, odredila
valjanosti razli¢itih dijagnostickih tehnika za otkrivanje i identifikaciju nametnika. Postupak
homogenizacije i pripreme tkiva Skrga i digestivne Zlijezde za daljnje metode pretrazivanja
(mikroskopija, PCR), bili su jednaki kao i u ovom radu (homogenizacija u otopini PBS,
izdvajanje lipida dietil eterom, centrifugiranje 10 min/ 1250 rpm). Autori su dodatno koristili i
pozitivnu kontrolu, odnosno tkivo Skoljkasa umjetno kontaminirano oocistama dobivenih iz
fecesa prirodno zarazene teladi i macaka, kako bi provijerili ispravnost metoda svjetlosne
mikroskopije, imunofluorescencije 1 PCR. Za razliku od kontrolnih uzoraka Skoljkasa,
navedeno istrazivanje je takoder pokazalo nedostatak kontaminacije oocistama
Cryptosporidium spp. lako navedeno istrazivanje nije uzelo u obzir prisutnost i moguce
postojanje korelacije izmedu koncentracije bakterije Escherichia coli 1 nametnika
Cryptosporidium spp., rezultati pojavnosti pokazali su se jednakim kao u ovom diplomskom
radu.

Nadalje, Adell i sur. (2014) su istrazivali pristutnosti Cryptosporidium spp. 1 Giardia
spp. u kalifornijske dagnje (Mytilus californianus) i kalifornijskih morskih lavova (Zalophus
californianus) u srediSnjoj Kaliforniji (White Rock, Santa Rosa Creek, Point Lobos, Carmel
River 1 Ano Nuevo Island). U ovom istrazivanju u razdoblju od dvije godine, prikupljeno je
ukupno 961 jedinki M. californianus, od cega 479 za vrijeme susnog razdoblja (od lipnja do
studenog) i1 482 za vrijeme vlaznog (od prosinca do svibnja) razdoblja. 1z dagnji je uzeta
hemolimfa, a tkivo je homogenizirano u svrhu detekcije Cryptosporidium spp. 1 Giardia spp.
Homogenizirano je ukupno 54 uzorka (39 uzoraka iz suSnog razdoblja i 15 uzoraka iz vlaznog
razdoblja), a svaki uzorak je podijeljen u tri alikvota pojedinacne veli¢ine 4 g. Tkiva su nakon
zavrSetka homogenizacije prosijana kroz stanicni filter (sito), te centrifugirana 15 min/ 1000
rpm, Sto je razli¢ito od provedenog predmetnog istrazivanja. Nakon obrade homogenata,
uzorci su podvrgnuti DNA izolaciji i PCR reakciji. Dodatno je prikupljeno ukupno 961
uzorak hemolimfe dagnji (479 uzoraka susno razdoblje 1 482 uzorka vlazno razdoblje) sa svih
pet lokacija i podvrgnuto izolaciji DNA i PCR reakciji. Rezultati su kao i1 kod prethodnog i
predmetnog istrazivanja bili negativni.

Iako nije moguce specificno utvrditi razloge ovome bez provodenja dodatnih

istrazivanja, na nedostatak pozitivne reakcije razliCiti ¢imbenici mogu imati upliv; niska

50



koncentracija oocista u vodi, nepostojanje primarnih izvora kontaminacije vode oocistama,
razrjedenje oocista zbog slatkovodnog dotoka, kao i kemijski (amonijak, pH, salinitet) i
fizikalni ¢imbenici (temperatura i suncevo zracenje).

Predmetno istrazivanje provedeno je pocCetkom toplijeg dijela godine tj. tijekom
svibnja kada su se temperature mora kretale od 23 °C do 25 °C, i kada je suncevo zracenje
relativno slabo, te je malo vjerojatno da su sunceve zrake negativno djelovale na opstanak
protozoa, iako su dagnje bile polozene na dubinu od 1 m gdje postoji ograni¢ena moguénost
prodora UV zraka (Fleischmann, 1989; Vantrepotte i Melin, 2006). Prilikom postavljanja
dagnji na lokaciju, nisu uzeti dodani kemijski i1 fizikalni parametri mora, buduc¢i bi to
zahtijevalo dodatne analize. Nedostatak pozitivnog rezultata najvjerojatnije je posljedica
izostanka Cryptosporidium spp. oocista na specifi¢noj lokaciji. Oociste nisu bile prisutne
zbog nedostatka primarnog izvora kontaminacije (inficirani ljudi ili domace Zivotinje) ili su
bile prisutne u jako niskoj koncentraciji, te se nisu uspjele akumulirati u dovoljno visokoj
koncentraciji u dagnjama tijekom 48 sati izlaganja istih antropogenom utjecaju. U svakom
sluc¢aju, negativan nalaz iz predmetnog pokusa sugerira da dagnje ne predstavljaju rizik

sirenja infekcije Cryptosporidium spp. na ¢ovjeka koji ih konzumira termicki slabo obradene.

3.2. Odredivanje ucinkovitosti procis¢avanja E. coli u dagnji

Osnovna hrana $koljkasa u moru je prirodna planktonska zajednica, ¢ija brojnost u
moru znatno premasuje brojnost alohtonih mikroorganizama. Ovaj odnos donekle se mijenja
u korist alohtonih mikroorganizama jedino u neposrednoj blizini kanalizacijskih ispusta, gdje
je prema legislativi zabranjen uzgoj i izlovljavanje skoljkasa (Jozi¢, 2012). Upravo u blizini
kanalizacijskog ispusta (antropogeni utjecaj) postavljeni su pergolari sa Skoljkasima u svrhu
ispitivanja korelacije izmedu koncentracije bakterije Escherichia coli 1 pojavnosti nametnika
Cryptosporidium spp. u dagnjama. Medutim, taj odnos nije bilo mogucée utvrditi uslijed
izostanka otkrivanja Cryptosporidium spp. u tkivu dagnji nakon 48 sati izlaganja onecis¢enju.

Rezultati ocitavanja koncentracije E. coli u Mytilus galloprovincialis su prikazani na

Tablici 12, dok je u¢inkovitost njihovog prociS¢avanja tijekom 48 sati prikazana na Slici 21.
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Tablica 12. Prikaz koncentracije E. coli odredenih pomo¢u MPN tablice.

MPN E. coli/100 g mesa i meduljusturne tekucine

Vrijeme
prociSéavanja (sati) R1 R2 R3
0 9200 2400 /
12 490 230 210
24 110 330 230
48 45 20 68
6000,
)
S 4000,
2
o
=
S 2000
Q H
W \
0 1\““-" &
’ 0 12 24 36 48 60
Vrijeme proéiSéavanja (sati)

Slika 21. Prikaz smanjenja srednje vrijednosti koncentracije E. coli u dagnjama

tijekom 48 sati proc¢is¢avanja.

Iz navedenih rezultata moZemo primijetiti kako se koncentracija E. coli nakon 12 sati
pro¢is¢avanja naglo smanjila, nakon cega je uslijedila blaga stagnacija tj. sporiji pad
koncentracije E. coli u uzorcima koji su procis¢avani 24 i 48 sati (Slika 21). Takoder se moze
uociti da je koncentracija nakon 48 sati pro¢is¢avanja smanjena na iznos manji od najmanje
dozvoljene koncentracije za uzgojno podrucje A (< 230 E. coli/100 g tkiva i meduljusturne
tekucine).

Ho 1 Tam (2000) su proveli istrazivanje u¢inkovitosti prirodnog procis¢avanja zelene
dagnje Perna viridis namijenjene za prehranu ljudi na otoku Tap Mun u Kini. Sve prikupljene

dagnje su tijekom 48 sati potpuno prociSéene u sustavima za prociS¢avanje koriStenjem
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umjetne morske vode 1 UV lampe, kako bi se onemogucila kontaminacija SkoljkaSa. Nakon
procis¢avanja, Skoljkasi su postavljeni u Cetiri pokusna bazena (40 1) koji nisu imali UV
lampu, ve¢ su bili izloZeni suncevom svijetlu kako bi uvjeti bili §to prirodniji. U jednom paru
bazena morska voda je bila kontaminirana s E. coli u koncentraciji od 2600/100ml, a u
drugom u koncentraciji od 290000/100ml. Istim koncentracijama E. coli bila je kontaminirana
1 morska voda u Cetiri bazena (kontrolni bazeni) u koje Skoljkasi nisu bili polozeni. Gotovo
odmah nakon postavljanja skoljkasa u jako kontaminiranu vodu bakterije su se koncentrirale u
tkivo Skoljkasa, a najviSa koncentracija izmjerena pomo¢u MPN metode, bila je uocljiva vec
nakon 3 do 5 sati izlaganja. Potom su Skoljkasi bili prebaceni u Cistu vodu na 55-satno
procis¢avanje. Koncentracija E. coli je u pocetku praéena svakih 3 do 5 sati, a kasnije rjede.
Usporedujuci rezultate predmetnog istrazivanja s rezultatima istrazivanja Ho i Tam (2000),
uocljiv je slican trend prociS€avanja; u oba slucaja se koncentracija E. coli prvo naglo
smanjivala, a zatim se usporila. Ujedno, razvidno je i da je koncentracija E. coli bilamanja u
pokusnim bazenima u kojima su se nalazili $koljkasi u odnosu na kontrolne bazene u kojima
Skoljkasi nisu polozeni, $to navodi na zakljucak da se SkoljkaSi mogu ciljano koristiti za

proc¢is¢avanje onecis¢enih podrucja obzirom da se hrane filtriranjem vode.
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4. ZAKLJUCCI

U ovom je radu istrazena prisutnost nametnika Cryptosporidium spp., koncentracija E.
coli, te ucinkovitost proc¢is¢avanja E. coli u sredozemnoj dagnji (Mytilus galloprovincialis)
izlozenoj neposrednom antropogenom utjecaju.

Temeljem dobivenih rezultata zakljucuje se sljedece:

1. Ispitivanje pojavnosti Cryptosporidium spp. kod dagnji u podru¢ju izvora
antropogenog utjecaja je dalo negativan rezultat, $to dovodi do zakljucka da
Cryptosporidium spp. nije prisutan u tom okolisu, ili da je prisutan u vrlo malim
koncentracijama u podrucju izvora antropogenog utjecaja, te je 48 sati izlaganja dagnji
izvoru oneciS¢enja bilo nedovoljno za njegovu akumulaciju u tkivo dagnji.

2. U svrhu detaljnijeg buduceg istrazivanja, osim tkiva SkoljkaSa vrijedilo bi prikupiti 1
hemolimfu prije homogenizacije tkiva dagnji, te izoliranu DNA uzoraka hemolimfe
podvrgnuti amplifikaciji polimerazom u stvarnom vremenu (real-time PCR), iako ova
metoda joS uvijek nije referentna za dokazivanje Cryptosporidium spp. u matricama
hrane. Takoder bi bilo vazno za mjesto istrazivanja odabrati podrucje koje osim
kanalizacijskog ispusta kao izvora antropogenog utjecaja ima i uzgajaliSte domacih
zivotinja, poglavito goveda, u blizini.

3. Ispitivanje koncentracija E. coli kod dagnji u podrucju izvora antropogenog utjecaja
dalo je pozitivne i oCekivane rezultate, jer su uocene visoke pocetne koncentracije E.
coli, ¢ime se da zakljuciti da je podrucje antropogenog utjecaja veliki izvor fekalnog
oneciscéenja.

4. Ispitivanje ucinkovitosti procis¢avanja E. coli kod dagnji takoder je dalo ocekivane
rezultate. Koncentracija E. coli je nakon 12 sati proCiS¢avanja naglo smanjena, a
poslije je uslijedila blaga stagnacija tj. sporiji pad koncentracije E. coli tijekom 24 i 48
sati prociS¢avanja. Nakon 48 sati proCiS¢avanja koncentracije E. coli smanjena je na
iznos manji od najmanje dozvoljene koncentracije za uzgojno podrucje A (< 230/100
g tkiva i meduljuSturne tekucine), Sto nas dovodi do zaklju¢ka da je ucinkovitosti
prociséavanja E. coli velika, te da se Skoljkasi nakon odredenih sati proc¢is¢avanja

mogu konzumirati.
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6. PRILOZI

Prilog 1. Tablica za oCitavanje najvjerojatnijeg broja E. coli u Skoljkasima (prema Jozi¢,.

2012).

Broj epruveta sa pozitivhom reakcijom

5 epruveta sa MPN/100 g
1g 0.1¢g 0.01¢g
0 0 0 <20
0 0 1 20
0 1 0 20
0 2 0 40
1 0 0 20
1 0 1 40
1 1 0 40
1 1 1 60
2 0 0 50
2 0 1 70
2 1 0 70
2 1 1 90
2 2 0 90
2 3 0 120
3 0 0 80
3 0 1 110
3 1 0 110
3 1 1 140
3 2 0 140
3 2 1 170
3 3 0 170
4 0 0 130
4 0 1 170




Nastavak Priloga 1.

Broj epruveta sa pozitivnom reakcijom

5 epruveta sa MPN/100 g

lg 0.1g 0.01g

4 1 0 170
4 1 1 210
4 1 2 260
4 2 0 220
4 2 1 260
4 3 0 270
4 3 1 330
4 4 0 340
5 0 0 230
5 0 1 310
5 0 2 430
5 1 0 330
5 1 1 460
5 1 2 630
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Nastavak Priloga 1.

Broj epruveta sa pozitivnhom reakcijom

5 epruveta sa MPN/100 g

lg 0.1g 0.01g

5 2 0 490
5 2 1 700
5 2 2 940
5 3 0 790
5 3 1 1100
5 3 2 1400
5 3 3 1800
5 4 0 1300
5 4 1 1700
5 4 2 2200
5 4 3 2800
5 4 4 3500
5 5 0 2400
5 5 1 3500
5 5 2 5400
5 5 3 9200
5 5 4 16000
5 5 5 >18000
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