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SAZETAK

Parazitske bolesti ¢ine vise od dvije tre¢ine svih bolesti divljih Zivotinja. U tom odnosu
nositelj se trajno nastoji rijesiti parazita, dok parazit zauzvrat izbjegava imunosni odgovor.
Vaznu ulogu u obrani od parazita imaju geni glavnoga sustava tkivne podudarnosti (MHC) jer
omogucavaju prezentaciju antigena parazita obrambenom sustavu nositelja, odnosno pokrecu
imunosni odgovor. Fascioloidoza kao parazitska bolest uzrokovana nezavicajnom vrstom
metilja predstavlja idealno oboljenje za pracenje uinka parazita na nove nositelje. Veliki
americki metilj se u Europi pojavio u drugoj polovici 19. stoljeca, a intenzivnije Se poceo Siriti
dolinom Dunava krajem proslog stolje¢a te je u Hrvatskoj prisutan posljednjih dvadesetak
godina. Kod istrazivanja MHC gena u odnosu na uzro¢nike bolesti postoje dvije pretpostavke,
jedna koja predmnijeva da su heterozigotne jedinke otpornije, dok druga govori da je otpornost,
odnosno prijemljivost uvjetovana to¢no specifi¢énim alelima. Ciljevi ovog istraZivanja su: 1)
utvrditi varijabilnost MHC gena kod jelena obi¢noga u Hrvatskoj, ii) utvrditi da li postoje
razlike izmedu razli¢itih populacija i iii) utvrditi mozebitnu povezanost alela u odnosu na
invadiranost metiljem F. magna. Ukupno je prikupljeno 117 uzoraka jelenske divljaci, od ¢ega
je 91 uzorak iz istoéne Hrvatske gdje je metilj stalno prisutan u okoli$u, dok je 26 uzoraka iz
Gorskog kotara gdje metilj nikad nije utvrden. Ukupna prevalencija fascioloidoze iznosila je
82,42%. Parazitoloskom pretragom jetre utvrden je stupanj invadiranosti, dok je koproloskom
pretragom izmeta utvrdena prisutnost ostalih parazita u organizmu. Iz uzorka tkiva jetre
izolirana je DNA te je lananom reakcijom polimeraze umnozen odsje¢ak genomske DNA
(egzon 2 lokusa DRB MHC skupine I1). Elektroforezom je potvrdena prisutnost PCR produkata
koji su poslani na sekvenciranje u Macrogen servis. S obzirom da su utvrdene sekvence s vise
od 2 alela po jedinci, zakljuc¢eno je da je DRB lokus dupliciran u istrazenih jedinki, te je
provedeno daljnje sekvenciranje egzona 2 lokusa DRB tehnologijom sekvenciranja slijedece

generacije (NGS, engl. Next Generation Sequencing). Prema rezultatima Kruskal-Wallis testa



broj metilja po grlu je statisticki znakovito najvisi u fazi spolno zrelog metilja (22,3 metilja) u
odnosu na ostale razvojne stadije ovog parazita. Analiziran je egzon 2 DRB lokusa MHC klase
IT odabranih 46 jedinki jelena obi¢noga. U istrazenom uzorku utvrdeno je ukupno 44 DRB alela,
apojedina jedinka ima od jedan do Cetiri alela, Sto ukazuje na postojanje dvaju DRB lokusa kod
jelena. Cetiri alela otprije su poznata (DRB_NS36, DRB_NS38, DRB_ref01 i DRB_ref02), dok
ostalih 40 do sad nije utvrdeno kod jelena. Pronadeni aleli translatiraju se u 43 jedinstvena
aminokiselinska slijeda. Iste aminokiselinske produkte imaju aleli DRB_ref05 i DRB_NS47.
Usporedbom prisutnosti alela DRB_ref02 i alela DRB_ref05 u nizinskoj i gorskoj populaciji
nije utvrdena statisticki znakovita razlika (DRB _ref05 - 42 s Yatesovom korekcijom iznosi
0,0025, a p=0,96; DRB_ref02 - 42 s Yatesovom korekcijom iznosi 0,0013, a p=0,97). S druge
strane, usporedbom prisutnosti alela DRB_ref01 koji se javlja isklju¢ivo u nizinskom podrucju
dobivena je statisti¢ki znacajna razlika izmedu uzoraka s podrucja Lipovljana i Baranje, gdje
se ucestalije javlja u Lipovljanima (y2 = 4,928, a p=0,026411). Alel DRB _ref02 se statisticki
znakovito viSe pojavljuje u jelena na podrucju Lipovljana u odnosu na Baranju (}2 = 3,931,
p=0,0473). Nasuprot tome, alel DRB_ref03 se najcesce pojavljuje u jelena u Baranji, i to
statisticki znakovito u odnosu na jelene iz Lipovljana (y2 = 5,1481, p = 0,023272) i Spacve (2
= 4,5365, p = 0,033). S obzirom na Cinjenicu da su aleli DRB_ref01 1 DRB_ref06 utvrdeni
iskljucivo u nizinskoj populaciji jelena, provedena je usporedba navedenih alela s obzirom na
invadiranost metiljem F. magna. Usporedbom nalaza parazitoloske pretrage jetre i prisutnosti
pojedinih alela MHC DRB gena uocena je razlika u invadiranosti jelena ovisno o vrsti alela. Pri
tome je razlika izmedu invadiranosti jelena s DRB ref01 1 DRB ref06 alelom statisticki
znakovita, gdje je invadiranost zna¢ajno manja kod jelena sa alelom DRB ref06 (32 = 0,939,
df =1, y2/df = 0,94, p = 0,332). Preostali aleli se pojavljuju uglavnom znatno rjede i ne mogu
se dovesti u svezu s invazijom metiljem F. magna. Visoka raznolikost ukazuje na vitalnu

populaciju jelena obi¢noga u Republici Hrvatskoj, a odnos alela DRB ref01 i DRB ref06



potencijalno na razvoj odnosa nositelj-parazit u slucaju fascioloidoze jelena obi¢noga.
Cinjenica da su svega tri alela zajedni¢ka jelenskim populacijama iz Gorskog kotara i nizinske

Hrvatske ukazuje na moguce postojanje dvije subpopulacije.

KLJUCNE RIJECI: jelen obi¢ni, Fascioloides magna, MHC geni, DRB lokus,

varijabilnost



EXTENDED ABSTRACT

INTRODUCTION: Parasitic diseases constitute almost 70% of all wildlife diseases, and
therefore finding parasites in wild animals is the rule, rather than the exception. The term
“parasitic disease” means a clinical disease, not just an infection. This coexistence between the
host and a parasite species mostly results in establishing a balance, a dynamic relationship
where the host tries to remove the parasite, and the parasite avoids the immune response. The
entry of a new parasite species into a naive host population can lead to detrimental effects on
the host’s health status, and even potentially compromise the existence of a certain species on
a local level. Major Histocompatibility Complex (MHC) genes play a pivotal role in the host
defence system by enabling the presentation of parasitic antigens to the immune system, thus
initiating the immune response. As a parasitic disease caused by a non-native trematode species,
fascioloidosis is an ideal model for monitoring the parasite impact on naive populations.
Fascioloidosis was originally a disease of North American deer species, and European deer had
no contact with this parasite until its first introduction to the northern part of Italy. In other
words, from the example of this disease it is possible to create control and experimental groups
under natural conditions, and with that gain insights into the evolution of the host-parasite
relationship. The first stable foci of the large American liver fluke (Fascioloides magna) in
Croatia was formed in the Baranja region. In contrast, red deer in the Gorski kotar region have
never been in contact with this parasite species and they represent control/naive group. On the
basis of all the above the primary goal of this research was to obtain data on the diversity of the
MHC gene in red deer, as a precondition for assessing the vitality of the population and its
relationship towards disease. It will also enable an insight into potential differences between
red deer populations in Slavonija and Baranja, and the Moslavina and Gorski kotar regions,
especially in relation to the hypothesis on the existence of two red deer subspecies (the eastern

and western types).



REVIEW OF THE LITERATURE: The large American liver fluke was primarily a parasite of
North American deer species, which appeared in the second half of the 19th century in Europe
due to the uncontrolled introduction of exotic deer species. Later, migrations and translocations
from enzootic regions enabled the spread of fascioloidosis to suitable habitats in Europe.
Following the initial adaptation of flukes to new intermediate and final hosts, and hydrological
and climate conditions, new permanent natural foci of fascioloidosis have been established —
first in the Royal Park La Mandria in northern Italy, second in the Czech Republic, and third in
the floodplains of the Danube River. In Italy, besides in red deer, cases of infection in dead-end
hosts (cattle, horses, wild boar) and aberrant hosts (sheep, goat) have been detected. In the
Czech Republic fascioloidosis has been detected in red deer, fallow deer, white-tailed deer, sika
deer, roe deer and cattle. Molecular genotyping of flukes using mitochondrial markers (cox1)
confirmed the close genetic relationship between flukes from Poland and the Czech Republic.
In 2015 the presence of large American fluke was detected in farmed fallow deer in south-east
Poland, close to the Slovakian border, which proved that the spread of fascioloidosis to new,
non-infected areas is a dynamic and constant process. In neighbouring areas, fascioloidosis was
confirmed in 1982 in Austria, followed by Slovakia, Hungary and Croatia. Almost ten years
later the first cases were described in Serbia. At the end of 1999 hunters and foresters noticed
a decline in the red deer population in the eastern part of Croatia. Liver analysis showed traces
and pseudocysts filled with dark stained matter that resembled blood cloths. The liver of a red
deer shot in the area of Sepreshat (Baranja) was examined at the Veterinary Faculty University
of Zagreb in January 2000. The analysis revealed 22 adult flukes, which was the first
confirmation of the Fascioloides magna fluke in Croatia. This finding confirmed the presence
of large American liver fluke in Croatia, with a tendency for the disease to spread throughout
lowland areas. This trend is supported by the fact that fluke can release up to 4000 eggs per

day, and by the migration characteristics of red deer and the transport of red deer from infected



to non-infected areas. By 2003, fascioloidosis was also present in the Vinkovci (P=12.5%) and
Vrbanja (P=4.76%) regions, while the prevalence in Baranja reached 53.3%. The first cases of
fascioloidosis between the Danube and Drava rivers were detected in 2004, showing that
fascioloidosis was spreading towards the central part of Croatia. One of the striking
characteristics of large American liver fluke is its large and thin body, which places it among
the largest flukes. Adult flukes can reach up to 10 cm in length, 3.5 cm in width and up to 4.5
mm in thickness. The surface of the body is covered by cuticula, citoplasmatic sintitial
tegument, whose primary function is to maintain the flukes’ integrity, like a skin-muscle
envelope. However, it is also important in absorption and secretion. The tegument is covered
by a layer rich in carbohydrates called glycocalix. Constant reparation and change of
glycoproteins plays an important role in avoiding the host immune responses. Adult flukes are
hermaphrodites, containing both male and female genital systems. The fluke's life cycle is
divided into four phases, where the first phase begins with an adult fluke within the pseudocyst
of the definitive final host. Secreted eggs reach the intestines via bile ducts and are shed into
the environment with faeces. Following embrionation the miracidia actively search for water
snails (Lymnaea truncatula) where they develop into sporocysts. Redia are developed from the
sporocysts and cercaria from redia. Cercaria leaves the snail and searches for aquatic vegetation
where it forms the next developmental stage called metacercaria. Metacercaria is the invasive
stage for the final hosts. When ingested by final hosts, metacercariae reaches the intestine where
immature flukes are liberated and actively penetrate the intestinal wall. Once in the abdominal
cavity, immature flukes migrate through the ventral side of the abdominal cavity towards the
liver where they penetrate Glisson's capsule, migrate through the liver parenchima and slowly
develop into an adult flukes. In the livers of definitive hosts flukes are mainly in pairs, within
thin-walled pseudocysts. Differently, thick-walled pseudocysts are found within dead-end

hosts, while in aberrant hosts pseudocysts are not formed, which results in the permanent



migration of the fluke and consequent destruction of the liver parenchyma. Traces of dark
pigment are visible on the surface of infected livers. This pigment is a bye-product of the fluke's
metabolism and is called iron-porphirine. In order to react to infection caused by various
pathogens, each organism has developed a system for recognition of foreign bodies. This
system is based on complex molecules such as proteins, glycoproteins, lipoproteins, nucleic
acids, etc., which are placed on the surface of each cell and the organism recognizes them as
antigens. Tissue antigens are trans-membrane glycoprotins incorporated in the cell membrane,
coded by the genes of the Major Histocompatibility Complex (MHC). MHC genes are divided
into two main groups: MHC class | which codes glycoproteins of MHC class I, which presents
viral and tumour antigens to cytotoxic T-cells, and MHC class 11, which codes glycoproteins of
the MHC class Il that can be found on the surface of certain cells of the immune system
(macrophages, plasma cells, dendritic cells). This group of glycoproteins presents antigens to
T helper cells. The main characteristics of MHC genes in the majority of vertebrate species are
polygeny and polymorphism. These parts of the genome are the most variable loci that provide
instructions for protein synthesis in vertebrates. A great deal of polymorphism exists among
species, but also within certain species, resulting in a potentially large number of alleles on each
locus. A very important characteristic of MHC genes is their codominant expression, or in other
words, glycoprotein receptors expressed on the cell surface are the result of alleles from both
parents. The subregions of each chain are built from introns and exons. Exons represent the
continuous coding parts of the DNA, while introns are non-coding parts between exons. Most
research work in mammals has been directed towards exon 2 of the DRB subregion. This is an
indicator of genetic variability, as the highest form of diversity between alleles and haplotypes
is shown on this region. Research into MHC genes in wildlife is directed in two directions:
analysis of variability and the relationship between variability and certain pathogens. Two main

hypotheses propose that heterozygotes are more resistant to diseases than homozygotes, and



that resistance/susceptibility toward certain pathogens is influenced by specific alleles. So far,
numerous studies on MHC variability in mammals have been conducted, including wild horses
(Equus przewalskii), North-American bisons (Bison bison), oryx (Oryx leucoryx), European
bison (Bison bonasus), cheetah (Aconyx jubatus), Asian lions (Panthera leo persica) and moose
(Alces alces). Low MHC variability is not necessarily related to low genetic variability, as seen
in European beavers (Castor fiber), Rudolph whales (Balaenoptera borealis), fin whales
(Balaenoptera physalus) and southern sea elephants (Mirounga leonina). Habitat fragmentation
in some species has resulted in small isolated populations, which still can have high MHC
variability, i.e. in island foxes (Urocyon littoralis dickeyi) from the island of San Nicholas, the
Malagasy giant rat (Hypogeomys antimena), or grey wolves (Canis lupus) in Croatia. Some
research has revealed the existence of certain alleles related to resistance to infection with
nematodes in sheep, European bisons, white-tailed deer (Odocoilues virginianus) and giant

pandas (Ailuropoda melanoluca).

MATERIAL AND METHODS: For this research we used samples collected as part of the
Croatian Science Foundation grant UIP 3421 "Molecular epidemiology of selected parasitic
diseases of wildlife". In total we analysed 117 red deer, of which 91 samples was collected in
the Posavina and Baranja regions (21 does, 34 males and for 36 animals no data were provided),
while 26 were collected in the Gorski kotar region (5 does, 7 males and for 14 animals no data
were provided). Locations were chosen according to the presence of Fascioloides magna. The
State open hunting ground No. X1V/9: "PODUNAVLJE-PODRAVLJE" is located in the north-
eastern part of the Danubian floodplain in Croatia, and spreads along the left and right banks of
the River Danube. Inside this region is the "Kopacki rit" Nature Park, which has a high influence
on the epidemiology of fascioloidosis. The State open hunting ground No. 111/39 - "OPEKE 11"
is a lowland area exposed to flooding, with altitudes up to 99 m.a.s.l. Territorially, the hunting

ground is within the Sisacko-moslavacka County. Periods of high water levels occur twice per



year, in spring and autumn, when approx. 70% of the hunting ground is covered by water.
Hunting ground No. VIII/110 ,,CRNA GORA* is a mountain habitat located in the Gorski kotar
region, in the northern part of the Primorsko-goranska County, near the border with Slovenia.
Altitudes range between 380 and 1197 m.a.s.l. The only water streams in this habitat are
Cabranka and Tri¢anka Rivers. The collected red deer livers were analysed macroscopically
for fibrous adhesions, altered colour and shape, and the presence of iron-porphyrin. Liver
parenchyma was sliced transversally on approx. 2 cm thick layers and analysed. The observed
changes were categorized according to their characteristics into immature and adult flukes,
degraded flukes, flukes’ migratory channels and pseudocysts, which were further divided into
young, old and degraded. All lesions were noted in a table for further analysis. A sample of the
livers was taken for analysis of MHC genes in an Eppendorf tube with 96% alcohol, properly
marked and stored at -20°C. Coprological analysis, which included sedimentation and flotation
analysis, was applied to detect parasite eggs and larvae in faeces samples. Isolation of DNA
was performed using a commercial Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA),
according to the manufacturer's instructions. Isolated DNA was stored at 4°C. A fragment of
genomic DNA (exon 2 of the DRB MHC class II), 300-bp long, was replicated using PCR
reaction. For that purpose a commercial HotStarTagMaster Mix, containing buffer, dNTP and
HotStarTaq DNA polimerase was used. The presence of PCR products was confirmed by gel
electrophoresis. Successfully replicated PCR products were sent to Macrogen for sequencing.
Since the presence of more than two alleles per sample was suggested, we concluded that the
DRB locus was duplicated, and therefore further sequencing of the DRB exon 2 was carried out
using Next Generation Sequencing (NGS). Nucleotide sequence, translation to amino acids,
selection of the most appropriate substitution model and evolution distance were analysed using
the MEGA program. Statistical differences between the level of infection, distribution of alleles

and the relationship between alleles and the level of infection in the collected samples were



analysed using the Fisher exact test, the y2 test and the McNemar y2 test. Normality of
distribution was analysed using Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests. The relationship
between variables was tested using the Spearmann rang correlation coefficient. Data among

groups were tested using T-test and Kruskal-Wallis test.

RESULTS: For this research 117 red deer samples were collected (Gorski kotar (N=26),
Lipovljani (N=28), Radinje (N=31), Vrbanja (N=8), Spac¢va (N=11), Tikves (N=13)). The
prevalence of F. magna positive samples was: Lipovljani (P=100%), Radinje (P=70.97%),
Vrbanja (P=75%), Spacva (P=90.9%), Tikves (P=30.77%). Total prevalence was 82.42%.
Samples collected in the Gorski kotar region were free of large American liver fluke. Fisher's
exact test showed that there were no statistical differences between the frequency of infection
between males and females (p=0.0625), and that the prevalence of infected and non-infected
animals was not identical (¥2=6.72; p<0.01 and McNemar ¥2=15.57, p<0.0001). According to
the Kruskal-Wallis test the number of flukes per animal was statistically higher in the case of
adult flukes (22.3 flukes) when compared to other life stages. The reason for this could be the
high variability of flukes per animal. The lowest variability was detected in the case of
migratory flukes (CV=137), and the highest in the case of degrading flukes (CV=569).
Relatively low variability was also observed in the case of adult flukes (CV=166). A positive
correlation was also observed between most of the developmental stages. The highest
correlation found was between the number of pseudocysts and the number of adult flukes
(Rs=0.995), followed by the number of immature flukes and flukes in migration (Rs=0.805).
The lowest correlation was detected between the number of immature flukes and degraded
flukes (Rs=0,268). Exon 2 of the DRB MHC class Il was analysed in 46 selected animals. A
total of 44 different alleles were detected, with a maximum number of 4 alleles per animal,
which suggests the existence of 2 DRB loci. Four alleles were previously known (DRB_NS36,

DRB_NS38, DRB _ref01 i DRB_ref02), while other 40 alleles were detected for the first time.



The alleles found were translated into 43 amino acid sequences. The same products were
detected for the DRB_ref05 and DRB_NS47 alleles. Comparison of the amino acid sequences
revealed 43 mutable places. The presence of DRB_ref02 and DRB_ref05 alleles in lowland and
mountain populations was not statistically significant (DRB_ref05 - 42 with Yates correction is
0.0025, p=0.96; DRB_ref02 - ¥2 with Yates correction is 0.0013, p=0.97). In contrast, the
presence of the DRB_ref01 allele, found only in lowland populations, was statistically
significant higher in the area of Lipovljani when compared to Baranja (y2 =4.928, p=0.026411).
The number of DRB_ref02 alleles was significantly higher in the area of Lipovljani when
compared to the Baranja region (32 = 3.931, p = 0.473). In contrast, the number of DRB_ref03
allele was significantly higher in the Baranja region when compared to Lipovljani (}2 = 5.1481,
p =0.023272) and Spacva (32 = 4.5365, p = 0.033). Since DRB_ref01 and DRB_ref06 alleles
were detected only in lowland populations, a comparison between these alleles and infection
with F. magna was undertaken. Comparison of the presence of the respective MHC DRB alleles
with parasitological findings revealed differences in the level of infection with respect to
different alleles. The differences in infection between animals with DRB_refO1 and DRB_ref06
alleles were statistically significant (y2 = 0.939, df = 1, y2/df = 0.94, p = 0.332). The remaining

alleles appeared rarely and cannot be related to F. magna infection in this research.

DISCUSSION: The high allelic diversity observed in this research is in accordance with other
studies conducted on deer species. The fact that only three alleles are common in the red deer
population from the Gorski kotar region and the lowland part of Croatia supports the hypothesis
of the existence of two red deer subspecies — the western or Dinaric and the eastern or Pannonian
deer. The relationship between the DRB_ref01 and DRB_ref06 alleles suggests the potential
evolution of host-parasite interaction in the case of red deer fascioloidosis. Caution is needed
when discussing this potential relationship since the level of infection is also influenced by

disease control programmes, and therefore we suggest using the terminology “the reaction of



the organism to a novel parasitic disease” rather than “resistance to parasitic disease”. Further
research is needed to include animals from lowland areas where fascioloidosis has not yet been

established.

KEY WORDS: red deer, Fascioloides magna, MHC genes, DRB locus, variability
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1. UvOD

Prisutnost parazita u divljim Zivotinjama je pravilo, a ne izuzetak. Od svih bolesti divljih
zivotinja parazitske bolesti ¢ine oko 70%. Pri tome treba imati na umu da ovdje govorimo o
bolestima, a ne o pukoj prisutnosti parazita u zivotinjama, bez klinicki vidljivih posljedica.
Ovakav suzivot nositelja i parazita rezultirao je u najvecoj mjeri odredenom ravnotezom izmedu
ova dva organizma, pri ¢emu se nositelj trajno nastoji rijesiti parazita, a ovaj zauzvrat izbjegava
imunosni odgovor te u odredenim slucajevima, kao $to su primjerice mlade zivotinje, bolesne
ili na drugi nacin oslabljene zivotinje, mogu uzrokovati klini¢ki vidljive invazije s ponekad i
teSkim stanjima ili cak uginu¢ima. Ukoliko dode do ulaska novih vrsta parazita u do tada naivnu
populaciju nositelja mogu se javiti ozbiljni poremecaji zdravstvenoga stanja, pa cak
potencijalno dovesti i do lokalnog ugrozavanja opstanka pojedinih vrsta. Sli¢no se dogada i
unosom nositelja u podrucja gdje se nalaze paraziti na koje ti nositelji nisu priviknuti. U tom
dijelu je uloga ekspresije gena glavnoga sustava tkivne podudarnosti (MHC) izrazita, jer
omogucava prezentaciju antigena parazita obrambenom sustavu nositelja, odnosno pokretanju
imunosnoga odgovora. Fascioloidoza kao parazitska bolest uzrokovana nezavi¢ajnom vrstom
metilja predstavlja idealno oboljenje za pracenje u€inka parazita na nove nositelje. Naime,
fascioloidoza je izvorno bolest sjevernoamerickih vrsta jelena te europski jeleni nisu imali
doticaja s ovim parazitom sve do prvog unosa na podrucje Italije. Drugim rije¢ima, na primjeru
ove bolesti moguce je u potpuno prirodnim uvjetima osigurati kontrolnu i eksperimentalnu
skupinu, te na taj nacin ste¢i kvalitetan uvid u evoluciju odnosa izmedu nositelja i1 parazita.
Ukoliko promatramo prisutnost metilja Fascioloides magna na podruc¢ju Republike Hrvatske,
mozemo reci kako je prvo stabilno zZariste formirano na podruc¢ju Baranje. lako je prvi metilj u
jelena obiénoga na podruéju Sepreshata u Baranji dokazan 2000. godine, lako je moguée kako
je njegova prisutnost u Hrvatskoj ipak duza od 18 godina. Naime, kako je zamije¢eno na

primjeru drugih drzava, prvi dolazak metilja na odredeno podrucje ne znaci istodobno i



formiranje stalnoga ZariSta, a pored toga, metilji isprva ne dostizu karakteristi¢nu veli¢inu.
Stoga je moguée da su prve invazije prosle neprimjeéeno, odnosno da su prijavljene
veterinarima tek kod prvih slucajeva klinicki vidljivih invazija, odnosno izrazitih
makroskopskih promjena na jetrima vidljivih tijekom odrobljavanja divljaci. S druge strane,
jeleni na podru¢ju Gorskog kotara nikada nisu bili u kontaktu s ovim parazitom i predstavljaju

naivnu, odnosno kontrolnu skupinu.

Sukladno navedenome primarni cilj ovoga istrazivanja je stjecanje podataka o raznolikosti
MHC gena jelena obi¢noga, kao jednog od preduvjeta za kasniju procjenu vitalnosti populacije
i odnosa prema bolestima. Pored toga dobit ¢e se uvid u eventualne razlike izmedu populacija
jelena Slavonije 1 Baranje, Moslavine, te Gorskog kotara, vezano uz pretpostavke o razliitim
tipovima jelena (panonski ili isto¢ni i zapadni ili dinarski tip). Time ¢e se upotpuniti
preliminarne spoznaje polucene na podruc¢ju populacijske genetike. Konacno, razmotrit ¢e se
odnos raznolikosti alela MHC gena i invadiranosti velikim ameri¢kim metiljem. Nakon vise od
18 godina suZivota ovog parazita i jelena obi¢noga dobit ¢emo uvid i u €injenicu da li postoje
promjene na MHC genima koje bi upuéivale na razvoj njihovog odnosa, posebice na primjeru
jelena istocne Hrvatske gdje je fascioloidoza utvrdena i odrzava se, u odnosu na jelene gorske

Hrvatske gdje nikada nije bilo ove bolesti (nezavicajna vrsta metilja).



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Veliki americki metilj Fascioloides magna

2.1.1. Fascioloides magna — dolazak i Sirenje po Europi

Talijanski veterinar Roberto Bassi je 1875. godine u jetri wapiti jelena (Cervus elaphus
canadensis) na podrucju Kraljevskog Parka La Mandria, neposredno uz grad Torino u
sjeverozapadnoj lItaliji opisao novog parazita, metilja kojeg je nazvao Distomum magnum
(BASSI, 1875.). Charles W. Stiles je prouc¢avao metilje u jetri sjevernoamerickih jelena i
utvrdio da su ti paraziti identi¢ni onima koje je Bassi nazvao Distomum magnum, te ih je
preimenovao u Fasciola magna (STILES i HASSALL, 1894.). Taj se naziv zadrzao do trenutka
kada je Henry B. Ward na temelju svojih istraZivanja utvrdio morfoloske razlike izmedu metilja
Fasciola magna i ostalih vrsta iz roda Fasciola, te je predlozio formiranje novoga roda
Fascioloides, s metiljem Fascioloides magna kao jedinom vrstom (WARD, 1917.). Kako na
engleskom jeziku postoje brojni nazivi za metilja Fascioloides magna, tako su i u nas nastali
mnogi prijevodi poput primjerice: divovski metilj, americki divovski metilj, gigantski metilj
(engl. giant liver fluke), metilj jelena, jelenski metilj (engl. deer fluke), americki metilj jetre,
veliki americki jetreni metilj, veliki americki metilj (engl. large American liver fluke)
(VICKOVIC, 2007.). Od svih navedenih pojmova najéesée je koristeni naziv veliki americki

metilj.



Tablica 1. Taksonomsko razvrstavanje metilja Fascioloides magna prema JONES (2005.)

Carstvo Animalia
Podcarstvo Metazoa
Tip Ameria
Natkoljeno Bilateralia
Koljeno Acoelomata
Potkoljeno Platyhelminthes
Razred Trematoda
Podrazred Digenea
Red Echinostomida
Nadporodica Echinostomatoidea
Porodica Fasciolidae
Podporodica Fasciolinae
Rod Fascioloides
Vrsta Fascioloides magna

Veliki ameri¢ki metilj izvorno je parazit jelenske divlja¢i u Sjevernoj Americi gdje
postoji pet enzootskih regija smjestenih na podrucju Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava i juzne
Kanade (Slika 1). Navedena podrucja ukljucuju sjevernu obalu Pacifika, udolinu na masivu
Rocky Mountain, podrucje Velikih Jezera, sjeverni Quebec i Labrador, te obalu Gulf, donji tok
rijeke Mississippi 1 juznu obalu Atlantika (PYBUS, 2001.). Metilj F. magna prosirio se
Sjevernom Amerikom prvenstveno prirodnom migracijom jelena, ali i njihovim premjestanjem,

1z invadiranih u neinvadirana podru¢ja, od strane covjeka. Kona¢ni nositelji (bjelorepi jeleni



(Odocoileus virginianus) i wapiti jelen) igraju glavnu ulogu u odrzavanju fascioloidoze u

prirodnom okolis$u i njenom Sirenju na podru¢ju SAD-a i Kanade.

‘ Sjeverna obala Pacifika
‘ udolina na Rocky Mountainu

‘ regija Velikih Jezera
‘ sjeverni Quebec i Labrador

‘ obala Gulf, donji Mississippi 1 juzna obala Atlantika

Slika 1. Shematski prikaz enzootskih podru¢ja fascioloidoze u Sjevernoj Americi

(KRALOVA-HROMADOVA i sur., 2016.).

U Europi se veliki americki metilj pojavio u drugoj polovici 19. stolje¢a zahvaljujuci

sve vecoj popularizaciji komercijalnog lova, ali i zahtjevima veleposjednika za egzoti¢nim



vrstama u parkovima i gaterima, koji su rezultirali s veterinarskog stajalista nekontroliranim
unosom nezavicajnih jelenskih vrsta iz Amerike, prvenstveno wapiti i bjelorepog jelena u
europske parkove, zoologke vrtove i rezervate (SLUSARSKI, 1955.; BOJOVIC i HALLS,
1984.). Sasvim je razumljivo kako je barem jedan dio tih jelena bio invadiran ovim metiljem.
Kasnija migracija i premjestanje zavicajnih vrsta jelenske divljaci iz enzootskih podrucja
Europe omoguéila su $irenje metilja po prikladnim podrugjima kontinenta (ERHARDOVA-
KOTRLA, 1971.). Tako su sporadi¢no opisivani slu¢ajevi invazija na podrudju Ceske, u
Njemackoj i Poljskoj (ULLRICH, 1930.; SALOMON, 1932.; SLUSARSKI, 1955.), gdje je u
pocetku glavni razlog sporog Sirenja po Europi bila prilagodba metilja novoj vrsti puzeva koji
su sluzili kao posrednici, novim vrstama nositelja i novim hidroloskim i klimatskim uvjetima
(KOTRLA i KOTRLY, 1980.). U drugoj polovici proslog stolje¢a uslijed visekratnih invazija
proglaena su stalna enzootska podru¢ja fascioloidoze u Ceskoj (ERHARDOVA-KOTRLA,
1971.) te u dolinama toka rijeke Dunav u Slovackoj (RAJSKY i sur., 1994.), Madarskoj
(MAJOROS i SZTOJKOV, 1994.) i Austriji (PFEIFFER, 1983.). 1z navedenoga proizlazi da je
metilj F. magna unesen u Europu vise puta transportom jelenske divljaci, koja su rezultirala
stvaranjem tri Zarista invazije (Slika 2): na podrué¢ju Kraljevskog parka La Mandria u sjevernoj
Iltaliji (BASI, 1875.); na dijelu Republike Ceske i jugozapadne Poljske (ULLRICH, 1930.;

ERHARDOVA-KOTRLA, 1971.); te na podruéju doline toka rijeke Dunav.



‘ Italija

‘ Republika Ceska i jugozapadna Poljska

‘ Doline toka Dunava

Slika 2. Shematski prikaz prirodnih Zari$ta fascioloidoze u Europi (KRALOVA-

HROMADOVA i sur., 2016.).

Kako je ve¢ ukratko navedeno, metilj Fascioloides magna unesen je u ltaliju 1865.
godine (BASSI, 1875.), kada je tadasnji kralj Italije Vittorio Emanuele Il dogovorio uvoz 60
jedinki wapiti jelena iz Wyominga (SAD) od kojih je 47 ispusteno u Kraljevski park La Mandria
(APOSTOLO, 1996.). Tim je unosom jelena navedeno podrucje postalo prvo stabilno Zariste
fascioloidoze u Europi s posljedi¢nim invazijama jelena obi¢noga velikim americkim metiljem.
U razdoblju od 1979. do 1980. godine zabiljezena je prevalencija invadiranih jelena obi¢nih u
iznosu od gotovo 100% (BALBO i sur., 1987.). U tom podruc¢ju javili su se i slucajevi
fascioloidoze kod nositelja tipa slijepa ulica (engl. dead-end host): goveda (LANFRANCHI i
sur. 1984.,1985.; BALBO i sur., 1987.), konja i svinje divlje (Sus scrofa) (BALBO i sur.,
1987.), te kod aberantnih nositelja: ovce i koze (BASSI, 1875.). Ve¢ 1910. godine utvrdena je

fascioloidoza i u drugom enzootskom podruéju u Europi, u Ceskoj, kod jelena lopatara (Dama
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dama) (ULLRICH, 1930.). U Ceskoj se fascioloidoza progirila po njenom sredisnjem i juznom
dijelu kod tipi¢nih nositelja (jelen obicni, jelen lopatar i bjelorepi jelen), s najve¢om
prevalencijom kod jelena obiénoga (81-100%) (ERHARDOVA-KOTRLA, 1971) i jelena
lopatara (preko 90%) (NOVOBILSKY i sur., 2007.a). Kod nositelja tipa slijepa ulica metilj F.
magna utvrden je kod sika jelena (Cervus nippon) i goveda, dok je kod aberantnih nositelja u
tom podruéju fascioloidoza zabiljezena u srne obiéne (Capreolus capreolus). ERHARDOVA-
KOTRLA (1971.) je utvrdila najvisu prevalenciju kod srna od 70 do 80%. Pojava fascioloidoze
uz sjevernu ¢esko-poljsku granicu dovodi do mogucénosti daljnjeg Sirenja Fascioloides magna
iz Ceske u Poljsku (KASNY i sur., 2012.), §to je i potvrdeno parazitoloskim pretragama jelena
obi¢noga, jelena lopatara i srne obi¢ne (PYZIEL i sur., 2014.; DEMIASZKIEWICZ i sur.,
2015.), a molekularnom genotipizacijom metilja pomo¢u mitohondrijskih markera gena za
podjedinicu 1 citokrom ¢ oksidaze (cox1) utvrdena je bliska genska povezanost izmedu metilja
iz Poljske i metilja iz Ceske (KRALOVA-HROMADOVA i sur., 2015.). Time je potvrdeno
drugo enzootsko podrugje fascioloidoze u Europi (podrugje Republike Ceske i jugozapadne
Poljske). Dok je u Ceskoj fascioloidoza prvi puta utvrdena pogetkom 20. stoljeéa (ULLRICH,
1930.) te je dalje redovito potvrdivana U sve ve¢im invazijama, u Poljskoj je prvi puta utvrdena
1953. godine kod jelena obi¢noga u jugozapadnom dijelu ove drzave (SLUSARSKI, 1955.), a
nakon toga narednih 60 godina nije bilo potvrdenog slucaja bolesti. S obzirom da veliki
americki metilj uzrokuje lako uocljive makroskopske promjene na jetri, gotovo je nemoguce da
veterinari i lovci nisu uogili metilja u tom vremenskom razdoblju (KRALOVA-
HROMADOVA i sur., 2015.), nego je veéa vijerojatnost da je pojava fascioloidoze zadnjih
godina zapravo novi slucaj invazije metilja F. magna na tom podrucju, a da je bolest utvrdena
sredinom 20. stoljec¢a zapravo bila sporadi¢an nalaz bez stvaranja stabilnog zarista. Tijekom
2015. godine je veliki americki metilj utvrden na farmi jelena lopatara u jugoistocnoj Poljskoj

na granici sa Slovackom (KARAMON i sur., 2015.), sto je dokaz da je Sirenje fascioloidoze



dinamican proces koji se kontinuirano nastavlja te se bolest ubrzano javlja na novim prostorima.
Navedeno ukazuje i na stalnu potrebu za nadzorom zdravstvenog stanja divljih, ali isto tako i

domacih zivotinja.

Na nama blizem podrucju valja istaknuti kako je 1982. godine utvrden prvi slucaj
fascioloidoze u dolini rijeke Dunav u Austriji kod jelena lopatara u farmskom uzgoju
(PFEIFFER, 1983.). Invadirana zivotinja je najvjerojatnije potjecala iz Nizozemske, te 0sim
tog sporadi¢nog slucaja nije bilo novih pojava fascioloidoze pa tako niti stvaranja stalnog
zari$ta na tom podrucju. Tijekom 1994. godine fascioloidoza je utvrdena kod jelena obi¢nog u
jugozapadnoj Slovackoj (RAJSKY i sur., 1994.), a zatim i preko slovatko—madarske granice u
sjeverozapadnoj madarskoj pokrajini Szigetkoz (MAJOROS i SZTOJKOV, 1994.). Ovim
nalazima metilja dolina rijeke Dunav potvrdena je kao trece veliko zariste fascioloidoze u
Europi. Poéetkom 21. stoljeca fascioloidoza se pocela intenzivnije Siriti uz tok rijeke Dunava
te su zabiljeZeni slucajevi invazija jelena obi¢nog u Austriji u pokrajini Fischamend
(WINKELMAYER i PROSL, 2001.), zatim i u Hrvatskoj na podrugju Sepreshata u Baranji
(MARINCULIC i sur., 2002.), a nakon desetak godina i u Srbiji (MARINKOVIC i sur., 2013.).
Nakon tih prvih slucajeva fascioloidoze, redovito su opisivani novi slu¢ajevi invazija metiljem
F. magna u jelena obi¢noga u Austriji od 2000. do 2010. godine (URSPRUNG i sur., 2006.;
URSPRUNG i PROSL, 2011.), u Madarskoj tijekom istrazivanja u razdoblju od 1999. do 2006.
(GICZI, 2008.), u Slovackoj gdje su RAJSKY i sur. (2002.) godine utvrdili prevalenciju od
91,3%, a 2006. godine 17,39%, te u Bavarskoj u Njemackoj u razdoblju od 2011. do 2013.
(REHBEIN i sur., 2012.; PLOTZ i sur., 2015.). Najnovija istraZivanja na podrucju sjeverne
Srbije od prosle godine pokazala su prevalenciju od 70,6% kod pozitivnih populacija jelena
obi¢noga (MIRCETA i sur., 2018.). Osim kod jelena obi¢noga sve vise su opisivani slucajevi
fascioloidoze i kod drugih nositelja. Tako su zabiljezeni slucajevi fascioloidoze kod srne obicne

u Austriji (WINKELMAYER i PROSL, 2001.; URSPRUNG i sur., 2006.), Madarskoj (GICZI,



2008.), Slovackoj (RAJSKY i sur., 2002.; RAJSKY i sur., 2006.), te u Njemac¢koj (REHBEIN
i sur., 2012.), gdje je utvrdena i invazija jelena lopatara (PLOTZ i sur., 2015.) i sika jelena

(REHBEIN i sur., 2012.).

Fascioloidoza jelena se u Hrvatskoj prvi put pojavila na prijelazu iz 20. u 21. stoljece.
Krajem 1999. godine na istoku Hrvatske lovci i Sumari zamijetili su pad brojnosti populacije
jelena obi¢noga, a u isto¢noj Baranji nasli SU promjene u jetri ispunjene smedom tvari nalik
krvnim ugruscima. U sijeénju 2000. godine jetra jelena obi¢noga iz podrudja Sepreshat
pregledana je na Veterinarskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu i u njoj su utvrdena 22 odrasla
stadija velikog americkog metilja, $to je ujedno bio i prvi dokaz metilja F. magna u Hrvatskoj
(MARINCULIC i sur., 2002.). Nakon te potvrde, postalo je jasno da je veliki ameri¢ki metil]
prisutan i u Hrvatskoj te da se njegovo Sirenje dolinom Dunava nastavlja, a s obzirom da u
razvojnom ciklusu ovog parazita jedan spolno zreli metilj moze proizvesti i ¢etiri tisuce jajasaca
na dan i otpustiti ih u okoli§ (SWALES, 1935.), stalni nadzor fascioloidoze kod jelenske divljaci
postao je nuzan ako se bolest Zeli drzati unutar koliko toliko podnosljivih granica. Populacija
jelenske divljaci u Baranji je poprilicno velika pa se potvrdom fascioloidoze u Hrvatskoj
krenulo s lije¢enjem jelena obi¢noga u lovistima kojima gospodare Hrvatske Sume d.o.o. Tako
je u razdoblju od 2001. do 2003. godine zapoceto lije€enje na dva nacina. Jedan nacin bio je
umjeSavanjem antiparazitika (triklabendazol) u sol te izlaganjem takve smjese na hraniliSta
divljaci, a drugi nacin izravna pojedinacna aplikacija antiparazitika u burag Zivotinje prilikom
manipulacije kod njihovog transporta gdje se nakon odredivanja tjelesne mase Zzivotinje
odredila 1 precizna doza lijeka. Rezultati parazitoloskih pretraga izmeta slobodnozivuée
populacije jelena obi¢noga pokazali su da se nakon terapije triklabendazolom preko soli kroz
vremenski period od tri godine smanjio broj izmeta pozitivnih na jajasca metilja F. magna s
54,1% na 41,0%, ali jos je bitnije da se smanjio i broj pozitivnih nalaza izmeta s rezultatom od

,»Vvise od pet jajasaca po gramu izmeta“ s 61,5% na 24,5%, ¢ime se potvrduje smanjivanje
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izlu¢ivanja jajasaca u okolis. Rezultati parazitoloskih pretraga izmeta jelena obicnih lijeCenih
prilikom manipulacije gdje je sigurno da je svakoj jedinki dana dostatna koli¢ina lijeka
pokazuju da je prije terapije bilo 81,8% pozitivnih uzoraka, a nakon terapije taj postotak je pao
na svega 4,5% i to s nalazom od 3 jajasca po gramu uzorka izmeta (JANICKI i sur., 2005.;
SLAVICA i sur., 2006.). Kako se fascioloidoza moze prosiriti na nova podrucja prirodnom
migracijom invadiranih jelena, ili transportom invadiranih zivotinja s jednog na drugo podrucje
(PYBUS, 1990.), bilo je samo pitanje vremena kada ¢e se bolest prosiriti po Hrvatskoj. U lovnoj
sezoni 2002./2003. RAJKOVIC-JANJE i sur. (2008.) istraZivali su izmet jelena obi¢noga i jetre
odstrijeljenih Zivotinja s vise lokacija na podrucju istocne, srediSnje i gorske Hrvatske, te su,
osim u Baranji (P=53,33%) utvrdili pozitivne nalaze i u Vinkovcima (P=12,5%) te u Vrbanji
(P=4,76%), iz Cega je vidljivo da se fascioloidoza ve¢ tada prosirila cijelom dolinom rijeke
Dunav i njenih pritoka. Uzorci iz sredi$nje i gorske Hrvatske bili su negativni na fascioloidozu
(RAJKOVIC-JANJE i sur. 2008.). Do 2004. godine otkriveni su slu¢ajevi invazija jelena
obi¢noga na podrucju s desne strane Dunava uz rijeku Dravu, §to znaci da se fascioloidoza Siri

od isto¢ne prema sredisnjoj Hrvatskoj (FLORIJANCIC i sur., 2010.).

2.1.2. Fascioloides magna — morfoloske osobitosti

Najznacajnija osobitost metilja F. magna je njegovo veliko i tanko tijelo zbog ¢ega se
ubraja u najvece metilje. Veli¢ina ovog metilja se krece izmedu 4 i 10 cm u duljinu, te 2 do 3,5
cm u sirinu, dok debljina tijela iznosi od 2 do 4,5 mm (ERHARDOVA, 1961.). Oblik tijela je
ovalan, nesegmentiran, dorzoventralno spljosten i bilateralno simetrican. Kod spolno zrelih
metilja straznji kraj je zaobljen, a prednji blago zaSiljen s tupim zavrSetkom. Nasuprot tomu
mladi metilji mogu biti tanji, s krajevima vise konusnog oblika ¢ime mogu podsjecati na metilje
Fasciola hepatica i Fasciola gigantica (ERHARDOVA-KOTRLA, 1971.). Povrsinski sloj

metilja ¢ini kutikula, odnosno takozvani citoplazmatski sincicijalni tegument s trni¢ima koji su
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izrazeniji 1 dulji na ventrolateralnom rubu metilja, a nedostaju na prednjem dijelu tijela.
Crvenkasto smeda boja tijela dolazi od sadrzaja crijeva koji je vidljiv preko prozirne kutikule
(SPAKULOVA i sur., 2003.; JONES, 2005.). Kutikula se sastoji od bazalne tegumentalne
ovojnice, sredi$njeg dijela u kojem su diskoidalna membranska tjeleSca, najéesée mitohondriji
te izvana smjestene tegumentalne ovojnice. Ispod bazalne ovojnice su poduzna i popre¢na
miSi¢na vlakna. Primarna funkcija tegumenta je da poput misSi¢no-kozne ovojnice obavija
metilja, ali takoder ima i vaznu ulogu u apsorpciji i sekreciji. Njegova uloga u ekstrakciji i
osmoregulaciji jo$ uvijek nije dostatno istrazena. Plast bogat ugljikohidratima kojim je
prekrivena vanjska ovojnica naziva se glikokaliks. On sadrzi glikoproteine s postranim lancima
oligosaharida i nepostojan je (THREADGOLD, 1976.). Smatra se da preko tegumenta
glikokaliks ima iznimno vaznu ulogu u apsorpciji, a zbog svog stalnog obnavljanja i promjene
glikoproteina ima ulogu i u obrani metilja od imunosnog sustava nositelja (TRUDGETT i sur.,
2000.). Metilj se pricvrs¢uje organima za pri¢vr$éivanje, takozvanim prijanjaljkama ili siskama,
i to usnom, odnosno cefali¢cnom siskom, koja se nalazi na prednjem dijelu tijela oko usnog
otvora, te straznjom, odnosno ventralnom siskom koja se nalazi na donjoj strani tijela. Usna
siska je manja od ventralne i polozena je subterminalno (JONES, 2005.). Otvaranje siski
omogucuju meridijalni miSic¢i, a zatvaraju se pomocu ekvatorijalnih i radijalnih misic¢a. Siske
su medusobno razmaknute od 4 do 7 mm i taj razmak se ne povecava s obzirom na duljinu tijela
zbog toga $to se prednji kraj metilja tijekom rasta relativno skra¢uje (MAJOROS i SZTOJKOV,
1994.). Ve¢ kod redija postoji probavni sustav u kojem se mogu diferencirati usni aparat i
vre€ice nalik crijevima. Razvijeni zatvoreni probavni sustav zapoc¢inje usnim otvorom koji je
smjesten u blizini usne siske, u prednjem dijelu metilja. On dalje prelazi u misi¢no zdrijelo pa
u jednjak koji zavrSava slijepim crijevom. Slijepo crijevo je kod odraslih jedinki smjesteno
postrano, a Cine ga dvije jako razgranate grane koje su ispunjene crvenkasto — smedim

probavnim sadrzajem. Siske i Zdrijelo sadrze brojne receptorne stanice (ERHARDOVA-
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KOTRLA, 1971.; SPAKULOVA i sur., 2003.). Jako razgranato crijevo slijepo zavriava u
parenhimu i stvara tanki epitel (gastrodermis) koji ima veliku mo¢ apsorpcije i sekrecije
(STILES i HASSALL, 1895.). Svojom sekrecijom preko plazmatske membrane, probavne
stanice isto tako sudjeluju i u obnavljanju glikokaliksa (DAVIS i BOGITSH, 1971.). Kako
sekret sadrzi glikoproteinske supstance proizlazi da gastrodermis neposredno odreduje
antigenska obiljezja povrSinskog sloja metilja (HANNA i TRUDGET, 1983.). Veliki americki
metilj ima protonefridijalni ekskretorni sustav koji se sastoji od mreze ekskretornih kanali¢a
spojenih s okolinom preko ekskretornih pora. Glavnu strukturu ekskretornog sustava ¢ine
ekskretorne stanice smjestene izmedu stanica parenhima. Zivéani sustav metilja sastoji se od
cerebralnog ganglija smjestenog iznad i pored Zzdrijela te Zziv€anih vlakana (uzduznih i
popreénih) koji se Sire cijelom duZinom tijela (ERHARDOVA-KOTRLA, 1971.). Odrasli
metilji su dvospolci te imaju muski i zenski spolni sustav. Spolno zreli metilji imaju jedan
zajednicki spolni otvor za oba reproduktivna sustava. Muski spolni sustav ¢ine dva razgranata
testisa smjeStena u prednjem dijelu tijela koji se nastavljaju u spermatovode (vas eferens i vas
deferens) i zavr$avaju kopulacijskim organom. Kopulacijski organ ¢ine sjemene vrecice, bursa
cirri, ejakulatorni organ i prostata (JONES, 2005.). U sjemenim vre¢icama se privremeno
skladiste spermiji koji nastaju u testisima. Cirus je smjeSten u cirusovom tobolcu koji zavrSava
u genitalnom atriju. lako se izmjena genetskog materijala odvija oplodnjom izmedu dviju
jedinki $to je i najcesce, moguca je i samooplodnja do koje dolazi samokopulacijom kada je
cirus uvucen u misi¢ni dio maternice (metraterm) istog organizma (CHEN i MOTT, 1990.).
Zenski spolni sustav se sastoji od jajnika, jajovoda (oviductus), prosirenja u kojem se
pohranjuju spermiji (receptaculum seminis), ootipa i uterusa. U ootipu se po oplodnji oblikuje
jajaSce i jajéana ovojnica u ¢ijem oblikovanju sudjeluju sekreti akcesornih spolnih zljezda koji
se izlijevaju u njega. U oblikovanju ovojnice oko jajasaca sudjeluje Melisova Zljezda koja je

smjeStena oko ootipa. Vitelarij ili Zumanjéiste se nalazi u postranom dijelu tijela i proizvodi
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7umanjéane stanice koje se preko vitelodukta ulijevaju u ootip (FLORIJANCIC, 2006.).
Zumanjéani folikuli su bogato razgranati u straznjem dijelu metilja te u postranim dijelovima
dosezu skroz do testisa (JONES, 2005.). U uterusu se odlazu oplodena jajasca koja tamo
embrioniraju, a on preko ovijektora/funkcionalne vagine zavrSava u genitalnom atriju.
Najznacajnije razlike u spolnom sustavu izmedu metilja F. magna i F. hepatica jesu veli¢ina i
polozaj vitelarija koji su kod F. magna smjesteni ventralno od slijepog crijeva, a kod F. hepatica

su s ventralne i dorzalne strane (ERHARDOVA-KOTRLA, 1971.).

20-35 mm

RC RC- razgranato crijevo
IS US- usna siska

a CB - crijevna bifurkacija

5 1 TS — trbudna siska
g U — uterus
O — ovarij
X T — testis
V - vitelarij

Slika 3. Prikaz grade velikog ameri¢kog metilja (KRALOVA-HROMADOVA i sur., 2016.).
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2.1.3. Razvojni ciklus metilja

prezivaci
(KONACNI
NOSITELJ)

vodeni medij
(OKOLIS)

vodena
vegetacija

(OKOLIS)

Slika 4. Razvojni ciklus metilja F. magna (*Izvor crteza — prevedeno i prilagodeno iz:

KRALOVA-HROMADOVA i sur., 2016.).

Prvi puta je potpuni razvojni ciklus metilja F. magna opisao SWALES (1935.), a kasnije
je ERHARDOVA-KOTRLA (1971.) detaljno specificirala pojedine razvojne stadije Zivotnog
ciklusa. Razvojni ciklus metilja protjece kroz Cetiri faze. Odrasli metilj smjeSten je u pseudocisti
u jetri tipicnoga nositelja te dnevno izlucuje i do 4 000 jajasaca S tankom ovojnicom i

operkulumom (SWALES, 1935.). Prva faza razvoja odvija se u vodenom mediju nakon §to
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Jajasca putem zuc¢i udu u tanko crijevo te izmetom izadu iz organizma nositelja
(ERHARDOVA-KOTRLA, 1971.). Embrioniranje jajasaca traje oko 35 dana te nastaje larvalni
stadij zvan miracidij — trepetljikava li¢inka (SWALES, 1935.). Trajanje ove faze moze varirati
u ovisnosti o koli¢ini vlage i temperaturi, pri ¢emu nize temperature dovode do produljenog
vremena embioniranja (PYBUS, 2001.). CAMPBELL (1961.) je utvrdio da temperature nize
od 20°C usporavaju razvoj metilja, a temperature vise od 34°C dovode do abnormalnosti
tijekom embrioniranja i nemogucénosti oslobadanja miracidija. Nakon $to embrionirano jajasce
putem izmeta izade u vanjsku okolinu dolazi do kompletnog razvoja miracidija koji proizvode
proteolitiCke enzime i pomocu njih otapaju operkulum (PYBUS i sur., 1991.) te izlaze iz jajaSca
(SCHWARTZ i sur., 1993.). Miracidij u okolisu vrlo brzo raste i nalazi posrednika puza
barnjaka u kojeg ulazi kroz straznji dio pluéne vre¢ice (SWALES, 1935.). ERHARDOVA-
KOTRLA (1971.) opisuje da miracidij ima Sest potpuno razvijenih osjetilnih organa koji su
povezani na srediSnji ganglij, a da pomocu pozitivne fototaksije ima afinitet za sluz puza
barnjaka. Glavni posrednik za ovoga metilja u Europi je puz Galba (Lymnaea) truncatula, ali
su kao potencijalni posrednici u novije vrijeme potvrdeni i drugi puZevi poput primjerice Radix
peregra. Ako miracidiji ne pronadu posrednika, vrlo brzo gube energiju i ugibaju s obzirom da
u vlaznom okolidu mogu preZivjeti svega 10 do 16 sati (ERHARDOVA, 1961.), odnosno
maksimalno do 2 dana (PYBUS, 2001.). Druga faza razvoja protjece u posredniku gdje nakon
migracije miracidija po tijelu puZa nastaje novi razvojni stadij nazvan sporocista i one mogu
biti pronadene posvuda po puzu (u puzevoj kucici, pluénoj Supljini, blizu probavnog sustava,
...), ali nikad nisu utvrdene u hepatopankreasu niti u bubregu (ERHARDOVA-KOTRLA,
1971.). Razvoj od miracidija do sporociste koja ima miSi¢no zdrijelo, usnu Supljinu i
rudimentirani jednjak bez ostalih diferenciranih unutarnjih organa traje 8-10 sati, raCunajuci od
trenutka ulaska u posrednika (SWALES, 1935.; ERHARDOVA, 1961.; SCHWARTZ i sur.,

1993.). 1z svake sporociste se dalje razvija po jedna majka redija koja je izduZena i pokretna te
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svojom aktivno$¢u dovodi do puknuca stijenke sporociste i oslobada se u tijelo puza po kojem
dalje migrira. Najcesce ih se nalazi u bubregu, zenskim spolnim organima, pluénoj Supljini ili
blizu analnog otvora. 1z svake majke redije razvijaju se po 4 do 6 svijetlo-zutih kcéeri redija koje
imaju razvijeniji oblik tijela diferenciran u dva dijela, prednji dulji i uzi te straznji kraci 1 $iri
(ERHARDOVA, 1961.). Iz kéeri redija dalje se razvija sljedeéi razvojni stadij koji zovemo
cerkarija. 1z jedne redije nastaje razli¢it broj cerkarija, najéeiée po $est (ERHARDOVA-
KOTRLA, 1971.). Cerkarije migriraju u hepatopankreas i spolne organe puZa te tamo
zavrSavaju svoj razvoj. Treéi stadij razvoja protjece U vanjskoj okolini gdje zrele cerkarije kao
slobodno zivu¢i larvalni stadij perzistiraju u vanjskom okoliSu. Rezultat razvojnih stadija koji
se protezu kroz 2 i pol mjeseca u puzu kao posredniku je oko 1000 cerkarija oslobodenih iz
invadiranog puza. Nakon §to cerkarije napuste tkivo puza i vrate se u vodu, putuju na kratkoj
udaljenosti, zaCahure na povrsini vodene vegetacije 1 stvore sljedeéi razvojni stadij nazvan
metracerkarija. Metacerkarije predstavljaju invazivni stadij za kona¢ne nositelje (SCHWARTZ
i sur., 1993.). Tako zacahurene metacerkarije, zasticene dvostrukom stijenkom (tanjom
unutarnjom i debljom vanjskom) ostaju invazivne na vodenoj vegetaciji (pretezno u hladnoj
vodi) i do dva i pol mjeseca te ¢ekaju da ih s vegetacijom pojedu domaci ili slobodnozivuci
prezivaéi. To se najéeSce dogada tijekom dva razdoblja bujanja vegetacije, u proljece te u kasno
ljeto i jesen (ERHARDOVA-KOTRLA, 1971.; SCHWARTZ i sur., 1993.). Zavr$ni, &etvrti
razvojni stadij protjeCe u konacnom nositelju gdje nakon $to metacerkarije udu u probavni
sustav hranom, li¢inke se aktiviraju i probuse stijenku crijeva, putuju po ventralnom dijelu
peritonealne Supljine te kada dodu do jetre, probijaju Glisonovu kapsulu i u tkivu jetre polako
rastu i razvijaju se u odrasle jedinke (PYBUS, 2001.). Kompletan razvoj od ulaska u organizam
kona¢nog nositelja do nastanka spolno zrelog metilja traje prosje¢no 30 tjedana (FOREYT i
TODD, 1976.a), a nakon toga odrasli metilj prezivi u jetri najmanje pet godina

(ERHARDOVA-KOTRLA, 1971.). Lokalizacija metilja i patoloske promjene u jetri te klinicka
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slika kod kona¢nog nositelja ovisi o vrsti samog nositelja (tipi¢ni, aberantni, tipa slijepe ulice).
Kod tipi¢noga nositelja metilji su smjeSteni unutar pseudociste u jetrenom parenhimu s tankom
fibroznom stijenkom, najcesce u paru, ali mogu¢ je i veci broj metilja u jednoj pseudocisti
(FOREYT i sur., 1977.; SCHWARTZ i sur.,, 1993.; PYBUS, 2001.). Debelu stijenku
pseudociste u kojoj je izoliran metilj nalazimo kod nositelja tipa slijepa ulica, dok kod
aberantnih nositelja nalazimo spolno nezrele metilje i izostanak stvaranja pseudocista, odnosno
nezreli metilji ne prestaju migrirati kroz tkivo jetre razarajuci njen parenhim. U kona¢nom
nositelju nezreli metilj moze migrirati kroz parenhim jetre 1 viSe od godine dana prije nego $to
nade drugog metilja te se zaustavi i stvori pseudocistu (FOREYT i sur., 1977.; MULVEY i sur.,

1991.).

2.1.4. Kilinicka slika i patoloske promjene kod fascioloidoze

Klinicka slika i patoloske promjene kod fascioloidoze uvelike ovise o tipu nositelja. Tako
kod tipi¢nih nositelja (jelen obi¢ni, jelen lopatar, bjelorepi jelen, sika jelen,...), kada se bolest
ustali na odredenom podru¢ju u odraslih zivotinja uglavnom i nema znacajnijih klinickih
znakova (SWALES, 1935.; GRIFFITHS, 1962.; FOREYT i TODD, 1976.a). FOREYT (1992.;
1996.) je kod invadiranih grla ipak uocio slabiji apetit, bezvoljnost, anemiju, depresiju te
posljedicno gubitak tjelesne mase. Postoje i sluCajevi uginuca tipi¢nih nositelja uslijed
fascioloidoze pa su tako opisana uginuca jelena obi¢noga (BALBO i sur., 1987.) i bjelorepog
jelena (PURSGLOVE i sur., 1977.). Patoloske promjene na jetri ukljucuju zadebljale rubove
jetre s fibroznim priraslicama po serozi, jetra je povecana zbog fibroznih inkapsuliranih
pseudocista ispunjenih zrelim metiljima (PYBUS, 2001.). Po povrsini jetre se vidi fibrin te
rasprSene difuzne naslage tamnog pigmenta, a u jetri brojne pseudociste razli¢itih veli¢ina
ispunjene smedom mukoznom teku¢inom te promjene u tkivu tipi¢ne za cirozu jetre

(KARAMON i sur., 2015.). Crni ili tamno zeleni pigment je Zeljezo porfirin koji nastaje u
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crijevima nezrelih i zrelih metilja kao nusprodukt razgradnje krvi (CAMPBELL, 1960.;
BLAZEK i GILKA, 1970.). Nalaz Zeljezo porfirina je karakteristi¢an znak za invaziju velikim
ameri¢kim metiljem te za sada nije
utvrden kod invazija drugim
metiljima (CHROUST, 1987.).
Kada metilj prestane s migracijom
kroz jetreni parenhim, kao odgovor

nositelja stvara se pseudocista

sprjecava daljnja migracija metilja o . . . . .
Slika 5. Jetra jelena obi¢noga invadiranoga metiljem

kroz parenhim jetre (PYBUS, Fascioloides magna. (foto M. Bujanic)

2001.), ali i stvaraju povoljni uvjeti za daljnji opstanak metilja u jetri. Kako se u pseudocisti

nakuplja sve vise tamno zelene tekucine, zbog pritiska dolazi do atrofije okolnog jetrenog

T
» g ) i

3
%,

parenhima (SWALES, 1935.). Pseudociste komuniciraju
preko zuCovoda s tankim crijevom te na taj nacin raspadni
produkti metabolizma s jajaScima metilja izlaze iz
pseudociste te preko probavnog sustava nositelja
dospijevaju u vanjski okoli§ (CONBOY i STROMBERG,
1991.). Kod aberantnih nositelja (srna obi¢na, muflon
(Ovis musimon), eksperimentalno divokoza (Rupicapra

Slika 6. Presjek pseudociste u rupicapra), te ovca, koza) ne dolazi do zaustavljanja
jetrenom parenhimu. (foto M. o - _ .

Bujani¢) migracije mladog metilja, te je kod njih karakteristican
izostanak stvaranja pseudocisti. Uslijed toga mladi metilj svojom migracijom dovodi do
opseznoga razaranja jetrenoga parenhima, nekroze, perforacije jetrene kapsule, a isto tako

svojom migracijom moze perforirati i u druge trbusne i prsne organe, od kojih najcesc¢e migrira
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upluéa (FOREYT i TODD, 1976.b; FOREYT i LEATHERS, 1980.). Kod aberantnih nositelja,
uginuca nastala uslijed opseznih razaranja jetrenoga tkiva i izraZzenih krvarenja nisu rijetka. Kod
nositelja tipa slijepa ulica (domace 1 divlje svinje, goveda, konji...) jedan od klju¢nih
makroskopskih znakova invazije velikim americkim metiljem je prisutnost tamne pigmentacije
u razli¢itim organima (SPAKULOVA i sur., 2003.), a jos je vidljiva fibroza i debela stijenka
pseudociste u kojoj metilj ostaje izoliran (PYBUS, 2001.). Ovaj tip nositelja zatvaranjem
metilja u takvu cistu s izrazito debelim stjenkama postupno dovodi do uginuc¢a metilja. Klinicki
znakovi invazije u pravilu izostaju. U novije vrijeme KONJEVIC i sur. (2017.) su opisali u
svinje divlje nastanak pseudocista s tankim stjenkama, kao kod jelena, $to mozebitno ukazuje
na evoluciju u odnosu nositelj-domacin. | kod aberantnih i kod nositelja tipa slijepa ulica do
sada nisu zabiljezena izluCivanja jajasaca izmetom u okoli$, te oni predstavljaju zavrSetak

razvojnog ciklusa metilja i nemaju ulogu u daljnjoj epidemiologiji fascioloidoze.

2.2. Glavni sustav tkivne podudarnosti

Kako bi organizam mogao pokrenuti obrambeni odgovor, odnosno reagirati na infekciju
ili invaziju razli¢itim patogenima, morao je razviti i sustav njihovog prepoznavanja. Taj sustav
prepoznavanja vlastitoga od stranoga tkiva temelji se na slozenim organskim molekulama
(bjelan¢evinama, glikoproteinima, lipoproteinima, polisaharidima, lipopolisaharidima,
nukleinskim kiselinama) koje se nalaze na povrsini svake stanice. Ove molekule pokre¢u
imunosnu reakciju u organizmu, odnosno drugim rije¢ima organizam ih prepoznaje kao antigen
(CONNER i HARTL, 2004.). Tkivni antigeni su glikoproteini i nalaze se na svim stanicama
pojedinog organizma. Kada je rije¢ o tkivnim antigenima vlastitog organizma govorimo o
autolognim, a ukoliko su od drugog organizma (mikroorganizma) o alogenim ili ksenogenim

antigenima. Tkivne antigene kodiraju geni glavnoga sustava tkivne podudarnosti (MHC —engl.
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Major Histocompatibility Complex). Pojam MHC gena prvi puta spominje Peter A. Gorer
1936. godine (KLEIN, 1986.). Kao takav, MHC sustav se pojavio jo§ prije oko 528 do 766
milijuna godina i javlja se samo u celjustoustih kraljeznjaka (DANCHIN i sur., 2004.). Smatra
se da tokom evolucije MHC sustava dolazi do duplikacija gena i nastanka paralognih genskih
regija. Tkivni antigeni su transmembranski glikoproteini uklopljeni u stanicnu membranu.
Dijelimo ih u dvije osnovne skupine: prva skupina su antigeni tkivne podudarnosti skupine |
(molekule MHC skupine 1), a druga skupina antigeni tkivne podudarnosti skupine Il (molekule
MHC skupine 1) (MALE i sur., 2006.). Ovisno o naravi istraZivanja, antigene tkivne
podudarnosti neki autori uobic¢avaju zvati receptorima ili glikoproteinima, dok pojam antigeni
koriste kada je rije¢ o slucaju stranih molekula, patogena ili pak prilikom transplantacije organa.
Glikoproteini MHC skupine | gradeni su od dva lanca, duljeg a-lanca i kraceg po-
mikroglobulina te se nalaze na svim tjelesnim stanicama koje imaju jezgru. Dulji a-lanac sastoji
se od tri domene (01, a2 i a3) (DAY i SCHULTZ, 2013.). MHC geni skupine | kodiraju
glikoproteine MHC skupine 1, a oni prikazuju virusne i tumorske antigene citotoksi¢énim T-
limfocitima. Da bi ih prikazali, proteinski antigeni se pomocu enzima razgraduju do peptida te
u endoplazmatskom omrezju nastaje kompleks peptid-receptor MHC skupine 1. Taj kompleks
prepoznaju citotoksi¢ni T-limfociti nakon izlaganja na povrsini stanice (Slika 7). Domene a
lanca (ol i a2) varijabilni su dijelovi molekule koji stvaraju Zlijeb s zatvorenim krajevima ¢ija
je funkcija vezanje antigenih peptida veli¢ine 8 do 10 aminokiselina. Domena o3 je
nevarijabilna i veze se za molekulu CD8" na citotoksiénim T limfocitima (KLEIN i sur., 1997.;

DENGJEL i sur., 2005.).
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Slika 7. Shema razgradnje i prikazivanja stranih antigena T-limfocitima od strane receptora

MHC skupine 11 11 (izvor: http://markyhb.com/PhD _thesis.htm)

Glikoproteini MHC skupine 1l sastoje se od dva transmembranska lanca, a-lanca koji
ima o1 i a2 domenu te B-lanca koji ima B1 i B2 domenu, a nalazimo ih na povrsini nekih
imunosnih stanica (makrofagi, dendriti¢ne stanice, B-limfociti) (DAY i SCHULTZ, 2013.). Ta
skupina glikoproteina prikazuje vanstani¢ne antigene pomoc¢nickim T-limfocitima. Makrofagi,
dendriti¢ne stanice i B-limfociti ih fagocitiraju, preraduju i prikazuju na svojoj povrsini u okviru
MHC receptora skupine 11 (Slika 8). Domene a1 i B1 su varijabilne te formiraju Zlijeb otvorenih
krajeva ¢ija je funkcija vezivanje antigenskih peptida veli¢ine od 10 do 30 aminokiselina.
Konstantna domena B2 vezana je na pomoéni¢kim T-limfocitima za molekulu CD4* (KLEIN i

sur., 1997.; DENGJEL i sur., 2005.).
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Slika 8. MHC glikoproteini skupine 1| i skupine Il uklopljeni u dvosloj fosfolipida

(GREGERSEN, 2008.).

Kao $to je ve¢ navedeno, glikoproteini MHC skupine I i II odredeni su kompleksom
gena tkivne podudarnosti. Osnovna svojstva sustava MHC gena u najve¢em broju vrsta su
poligenost, odnosno da se sastoje od velikog broja gena, te polimorfnost, odnosno da su ti geni
prisutni u populaciji u obliku mnogobrojnih razli¢itih alela koji se medusobno razlikuju vrlo
¢esto u velikom broju polimorfnih mjesta nastalih mutacijama, i to najceS¢e substitucijama
nukleotida. Ovi dijelovi genoma koji sudjeluju u prikazivanju antigena (MHC geni)
najvarijabilniji su lokusi koji daju upute za sintezu proteina u kraljeznjaka. Prvi proucen i dobro
poznat glavni sustav tkivne podudarnosti je onaj u misa, a dijeli se u tri skupine. Geni skupine

I su izrazito heterozigotni i broje oko 40 gena svrstanih u regije K, D, L, Qa i Tla. Kodiraju
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glikoproteine koji se sastoje od dva polipeptidna lanca, lakog i teSkog. Polimorfnost
glikoproteina skupine I proizlazi iz varijabilnosti a-1 i a-2 nukleotidnog slijeda teskog lanca.
MHC gene skupine I ¢ine geni A-B, A-a, E-B i E-a koji tvore glikoproteine I-A (A-f 1 A-a) i
I-E (E-B i E-a)). Oba lanca glikoproteina, a (Mr=34 000) i B (Mr=29 000) dijelom se nalaze u
stanici, a njihovi vanstani¢ni dijelovi a-2 i -2 jako slice segmentu teSkog lanca MHC skupine
I (0-3). Kod covjeka se sustav MHC gena nalazi na Sestom kromosomu, a s obzirom da se
sustav glikoproteina tkivne podudarnosti nalazi na leukocitima nazivamo ga HLA sustavom
(engl. Human Leukocyte Antigens). Molekula HLA skupine I sastoji se od o lanca (45 kD)
kodiranog od strane MHC gena klase |, a taj a lanac povezan je nekovalentnim vezama s [32
mikroglobulinskim lancem (12 kD) kodiranim na 15. kromosomu. MHC antigeni skupine |
povezani su sa membranom jednim transmembranskim segmentom a lanca (Slika 8). Molekula
HLA skupine II gradena je od a (32 kD) i B (28 kD) lanca koji su povezani nekovalentnom
vezom, a oba su kodirana sa MHC genom klase Il i uklopljeni u membranu (GREGERSEN,
2008.). Ljudski MHC sustav ukljucuje oko 4 milijuna parova baza na kratkom dijelu 6.
kromosoma. Na Slici 9. je vidljivo da su geni HLA skupine I i HLA skupine II smjesteni na
razliitim mjestima na kromosomu. Pri tome se o lanac HLA gena klase I nalazi na telomernoj
strani MHC molekule, a sastoji se od klasi¢nih dijelova HLA-A, HLA-B i HLA-C koji se jos
nazivaju klasa Ia gena. Postoje jos dijelovi HLA-G, HLA-E, HLA-F koji se ubrajaju u klasu Ib
gena, a zbog njihovog ograniavajuceg polimorfizma smatralo se da nisu funkcionalni.
Medutim, pokazalo se da imaju znac¢ajnu imunolosku funkciju, posebice HLA-G i HLA-E Koji
mogu djelovati kao ligandi inhibitornih receptora prirodnih stanica ubojica. HLA geni klase 11
smjesteni su centromerno od klase I i njihov raspored je puno kompliciraniji. Oni su podijeljeni
u tri glavne podregije, DP, DQ i DR, od kojih se svaki lokus sastoji od gena za a i B lanac koji
se nazivaju DPA i DPB, DQA i DQB, DRA i DRB. Razina polimorfizma nije jednaka za sve

gene. Geni za B lance su u pravilu polimorfniji te mogu sadrzavati i do stotinu alela, dok su geni
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za o lance manje polimorfni. Zbog te varijabilnosti doslo je do izrazite zamrSenosti pri
nomenklaturi tih gena, posebice sa DR podregijom, ¢iji a lanac nema znacajnih varijacija alela,
dok su geni B lanca izrazito polimorfni i razlikuju se po broju medu razli¢itim jedinkama
populacije (Slika 9). DQ podregija sadrzi samo jedan par gena o i B lanca, oznacenih DQAI i
DQB1. Za razliku od drugih lokusa DRB lokus ima gene za dodatni  lanac u Covjeka.
Polimorfizam DRB lokusa dobro je istrazen kod porodice Bovidae, te macaka i pasa (AMMER

isur., 1992.; YUHKI i O'BRIEN, 1997.; WAGNER i sur., 1999.).
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DAB gene organization varies by haplotype family

Slika 9. Shematski prikaz rasporeda MHC gena kod ljudi (GREGERSEN, 2008.)

Medu vrstama, ali i unutar pojedine vrste, postoji veliki stupanj polimorfizma na MHC
lokusima pa za pojedini lokus u nekoj populaciji moze biti prisutan veliki broj alela. Kod ljudi

je nulkeotidna raznolikost medu alelima veca od genomskog prosjeka za dva reda veli¢ine

(GAUDIERI i sur., 2000.; GARRIGAN i HEDRICK, 2003.). Polimorfna nukleotidna mjesta
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po kojima se razlikuju aleli koncentrirana su unutar hipervarijabilnih regija, a one kodiraju dio
receptora u obliku Zlijeba na koji prileze antigenski peptid te se to mjesto zove vezno mjesto
(engl. peptid-binding region, PBR). Ta vezna mjesta receptora pokazuju visok stupanj
razli¢itosti i u broju alela koji ih kodiraju i u aminokiselinskom slijedu koji ih grade (HUGHES
I YEAGER, 1998.). Vrlo bitno svojstvo MHC gena je njihova kodominantna ekspresija,
odnosno, proteinski produkti / glikoproteinski receptori izrazeni na povrsini stanica nastaju od

oba roditeljska alela.

Podregije lanaca gradene su od introna i €gzona. Egzoni su neprekinuti kodiraju¢i dijelovi
deoksiribonukleinske kiseline (DNA), a introni su nekodiraju¢a podruc¢ja umetnuta izmedu
egzona. Kod sisavaca je vecina istrazivanja MHC gena klase II usmjerena na drugi egzon DRB
podregije, zbog toga $to je dio gena koji kodira dio molekule bitan za vezanje antigena. Taj
lokus je pokazatelj genske varijacije, odnosno nositelj funkcionalne raznolikosti receptora, jer
je na tom podru¢ju dokazana najveca razliCitost medu alelima (MURRAY i sur., 1999.;

SOMMER, 2005.).

2.2.1. MHC geni klase II kod Zivotinja

MHC geni su kod konja smjesteni na dvadesetom kromosomu. Za razliku od ostalih
sisavaca, kod njega je DRA lokus polimorfan te je do sada poznato barem 11 alela (TIZARD,
2013.). Taj opsezan polimorfizam DRA lokusa kod magaraca na podrucju Balkana istraZivali
su ARBANASIC i sur. (2013.a). Oni su identificirali osim 5 veé poznatih alela i 2 nova alela.
Kod goveda MHC geni su specifi¢ni po inverziji jednog velikog segmenta kromosoma, zbog
cega je dio MHC gena klase II smjesten skroz do centromere 23. kromosoma, odnosno, MHC
sustav je razdvojen u dvije podregije, MHC geni klase Ila i IIb, medusobno razdvojene sa

,prazninom® od 17 centimorgana (cM) (Slika 10). MHC geni klase Il kodiraju dvije molekule
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proteina, DQ i DR, od kojih je DQ lokus ¢esto dupliciran. DQA, DQB i DRB su polimorfni

lokusi, dok DRA nije polimorfan (TIZARD, 2013.).
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Slika 10. Raspored pojedinih skupina MHC gena kod razlic¢itih domacih Zivotinja. (TIZARD,

2013.)

Ovce imaju smjesten MHC sustav na 20-om kromosomu. Kod njih se regija MHC gena
klase Il sastoji od 12 lokusa, DRA, DRB, DQA1, DQA2, DQB1, DQB2, DNA, DOB, DYA,
DYB, DMA i DMB, od kojih se lokus DRB javlja u 4 alela, a DQAZ2 se javlja u 2 alela
(TIZARD, 2013.). Sustav MHC gena u svinja nalazi se na 7. kromosomu i podijeljen je
centromerom, a specifi¢nost njthovog MHC sustava je da je najkraci od svih sisavaca, sastoji
se od svega oko 2 milijuna parova baza. Klasa Il MHC gena ima lokuse SLA-DR, -DQ, -DM i
—-DO, a nema lokusa DP (TIZARD, 2013.). Lokusi pse¢eg MHC sustava nalaze se na 12.
kromosomu te je njihova polimorfnost jako izrazena kod MHC gena klase II. Kod lokusa DRB1

su identificirana 62 alela, DQA1 lokus ima 21 alel, a DQBL1 lokus 48 alela. Pojedini haplotipovi
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se javljaju kao karakteristike specifi¢nih pasmina, a ujedno postoje velike razlike izmedu
razli¢itih pasmina. Ta visoka varijabilnost izmedu razli¢itih pasmina, ali ujedno niska unutar-
pasminska varijabilnost pomaze kod proucavanja razlika osjetljivosti na pojavu infekcije 1
autoimunih bolesti pojedinih pasmina pasa (TIZARD, 2013.). Kod macaka je MHC sustav
smjesten na kromosomu B2 i po veli¢ini je izmedu misjeg i ljudskog MHC sustava. MHC sustav
klase 1l nema funkcionalan DP lokus, a DQ lokus je izbrisan, §to je karakteristika jedino kod
macaka. Da bi se to kompenziralo, javlja se velika polimorfnost DR lokusa sa dva DRB gena i

24 alela, te tri DRA gena (TIZARD, 2013.).

2.2.2. Istrazivanja raznolikosti MHC gena u divljih Zivotinja

Istrazivanja MHC gena u divljih Zivotinja usmjerena su u dva pravca, istrazivanje stupnja
varijabilnosti te povezivanje varijabilnosti s odredenim uzro¢nicima bolesti. Pri tome, glede
odnosa prema bolesti postoje dvije pretpostavke, jedna koja predmnijeva da su heterozigotne
jedinke rezistentnije te druga koja pak govori da je otpornost/prijemljivost uvjetovana to¢no
specificnim alelima (DOHERTY i ZINKERNAGEL, 1975.; TAKAHATA i NEI, 1990.).
Unato¢ Cinjenici da su obje pretpostavke postavljene razmjerno davno, rasprave o tome koja je
od njih to¢na traju do danas (SOMMER, 2005.; PIERTNEY i OLIVER, 2006.). Do danas su
provedena brojna istrazivanja raznolikosti MHC gena na razli¢itim vrstama sisavaca, pa su tako
HEDRICK i sur. (2001.) proveli istrazivanje na divljim konjima (Equus przewalskii).
Proucavali su MHC gene kod 14 jedinki s razli¢itih lokacija te su utvrdili da postoji Sest
razliitih sekvenci DRB lokusa MHC gena klase II od kojih se u najvise jedinki pojavljuju samo
dvije. MIKKO i sur. su 1997. godine kod sjevernoameric¢kih bizona (Bison bison) utvrdili
visoku polimorfnost na DRB3-lokusu MHC gena klase 11 (devet razli¢itih alela). Usporedivali
su i polimorfizam lokusa DRB3 poredbeno kod bizona i goveda te su utvrdili postojanje istih

sekvenci kod obje vrste. Interalelne rekombinacije kod bizona i goveda znac¢ajno su utjecale na
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stvaranje raznolikosti alela na istrazivanom lokusu. HEDRICK i sur. (2000.) su istrazivanjem
na arapskim oriksima (Oryx leucoryx) nasli samo tri izrazito divergentna DRB alela, $to je
najvjerojatnije posljedica genetskog bottle-necka s obzirom da je populacija u divljini izumrla
te jedine primjerke ove vrste imamo podrijetlom od malog broja u zatoc¢enistvu. Sli¢ne rezultate
sa niskom raznoliko$c¢u alela polucilo je i istrazivanje koje su RADWAN i sur. (2007.) proveli
na europskim bizonima (Bison bonasus). Istrazivanje je naime pokazalo da 172 pretrazene
jedinke na lokusu DRB3 MHC gena klase 11 imaju raznolikost u svega 4 alela. Pored toga, isti
autori su proucavali i povezanost pojedinih alela sa osjetljivos¢u na pojavu postitisa, ali nisu
dobili potvrdne rezultate. Slicno kao i kod arapskih oriksa i populacija Europskog bizona je
nakon istrebljenja u slobodnoj prirodi vracena u divljinu kroz posebne programe od svega
nekoliko jedinki iz zatoCeniStva. Nisku varijabilnost nalazimo i u geparda (Aconyx jubatus),
azijskog lava (Panthera leo persica) i losa (Alces alces). Ipak treba naglasiti kako niska
varijabilnost MHC gena nije nuzno povezana s niskom genetskom varijabilnos¢u. Takav je
slu¢aj u primjerice europskog dabra (Castor fiber), Rudolfijevog kita (Balaenoptera borealis),
kita perajara (Balaenoptera physalus) i juznog morskog slona (Mirounga leonina). Kod nekih
vrsta zivotinja dolazi do sve vece fragmentacije njhovog stanista, pada njihove brojnosti te
populacije opstaju na tek manjem podrucju. Tako su AGUILAR i sur. (2004.) radili istrazivanja
na oto¢noj lisici (Urocyon littoralis dickeyi) s otoka San Nicolas koja je specifican primjer
izolirane populacije koja zivi u prirodnim uvjetima. Unato¢ izoliranoj populaciji, nivo
raznolikosti na lokusima MHC gena ostao je vrlo visok. Sli¢no tome, kod Malagaskog
divovskog sko¢imisa (Hypogeomys antimena) je SOMMER (2003.) uocila da na MHC
markerima nije otkriven znacajniji u¢inak smanjenja protoka gena zbog izolacije stanista.
Nadalje, ocuvanost raznolikosti unato¢ smanjenju brojnosti populacije i fragmentaciji i gubitku
stanista utvrdena je i na primjeru vukova (Canis lupus) u Hrvatskoj (ARBANASIC i sur.,

2013.b). AXTNER i SOMMER (2011.) su proucavali povezanost pojave imunosupresije pod
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utjecajem parazita s MHC genima klase II. Istrazivanjem su zakljucili da invazija zutogrlog
Sumskog misa (Apodemus flavicollis) obli¢ima Heligmosomoides polygyrus ima sistemski
imunosupresivni u¢inak. Istrazivanja o povezanosti odredene bolesti s to¢no odredenim alelima
provode se ve¢ desetlje¢ima te njihovi rezultati daju osnove za daljnja istrazivanja i rasprave.
Tako su pronadeni specifi¢ni aleli povezani s mnogim bolestima ljudi, poput ankiloznog
spondilitisa, reumatskog artritisa, Sjogrenovog sindroma i brojnih drugih. 1950-ih zapocela je
sustavna analiza varijacija otpornosti na parazite te je to danas jedno od glavnih podrucja
istrazivanja (WAKELIN i BLACKWELL, 1993.). Da domace zivotinje pokazuju odstupanja u
otpornosti prema invazijama prazivotinjama i obli¢cima dokazano je jos pocetkom 20. stoljeca,
a do danas je poznato da se takve varijacije pojavljuju i unutar i izmedu odredenih vrsta i
pasmina domacih zivotinja. Postoje podaci o postojanju alela povezanih s poboljsanom
otpornoséu na invazije oblicima (STEAR i sur., 2007.). Pored toga utvrdeno je da pojava
odredenih alela MHC gena dovodi do pojacane otpornosti ovaca na invazije zelu¢ano-crijevnim
obli¢cima (SCHWAIGER i sur., 1995.). RADWAN i sur. (2010.) su istrazivali uzrok velikog
postotka invazije europskih bizona (Bison bonasus) hematofagnim oblicima Ashworthius
sidemi. Oni su utvrdili 4 visoko divergentna alela na DRB lokusu MHC gena klase 11, ali nisu
nasli poveznicu izmedu specificnih alela i postotka invazije parazitima. Nasuprot tomu,
povecanje gustoce populacije zbog okupljanja tijekom zimskog hranjenja bilo je izravno
povezano s povecanjem invazije ovim obli¢ima, sto je i razumljivo zbog samog rizika prijenosa
uzro¢nika. DITCHKOFF i sur. (2005.) su utvrdili povezanost izmedu specificnog alela na DRB
lokusu sa otpornosc¢u na invaziju ekto- ili endoparazitima kod razlicitih populacija bjelorepih
jelena (Odocoileus virginianus). ZHANG i sur. (2015.) su utvrdili statisticki znacajnu
povezanost alela Aime-DRB1*10 i prijemljivosti na parazite kod pandi (Ailuropoda
melanoleuca), podupiru¢i pri tome pretpostavku o odredenim alelima odgovornim za

otpornost/prijemljivost. S druge strane, na primjeru jelena obi¢nog u Spanjolskoj (Cervus
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elaphus hispanicus) istrazivano je kako MHC geni, velicina slezene i tjelesno stanje utjecu na
pojavu bolesti. Utvrdilo se da postoji veliki funkcionalni znacaj MHC gena klase Il (lokus
DRB-2) kod obrane od parazitskih oboljenja te povezanost lokusa DRB-2 s veli¢inom slezene
I tjelesnim stanjem same zivotinje (FERNANDEZ-DE-MERA i sur., 2009.). Kona¢no, odnos
parazita, razvoja rogovlja i MHC gena u jelena obi¢noga proucavali su BUCZEK i sur. (2016.).
Mnoga istrazivanja MHC sustava prikazuju povezanost izmedu pojedinih MHC
alela/haplotipova i otpornosti, odnosno s druge strane, sklonosti ka invaziji parazitima
(SOMMER, 2005.). Zbog klju¢ne uloge MHC gena u imunoloskom sustavu, odnosno zbog
funkcije prikazivanja parazitskih antigena T-limfocitima, balansiraju¢a selekcija posredovana

parazitima predstavlja se kao glavna evolucijska sila za odrzavanje MHC polimorfizma.

Prema svemu do sada iznesenome geni glavne tkivne podudarnosti (MHC) predstavljaju
vazan ¢imbenik u obrani organizma. Ovi geni ujedno predstavljaju najraznolikije gene u
kralje$njaka. Ipak, uloga raznolikosti ovih gena u otpornosti/prijemljivosti na odredene bolesti
do danas nije u potpunosti razjasnjena. Naime, znanstvenici i dalje nalaze potvrde i za
pretpostavku koja govori o odnosu heterozigotnosti prema bolesti, kao i za pretpostavku da su
za otpornost/sklonost nekom oboljenju zasluzni to¢no specifi¢ni aleli. Uz takvo stanje stvari
niti jedna od navedenih pretpostavki se ne moze odbaciti, a sve vise se €ini da jedna drugu niti
ne iskljucuju. U svakom slu¢aju pored navedenoga, raznolikost MHC gena zanimljiva nam je i
kroz prizmu meduodnosa i promjena uzro¢nika bolesti i divljih Zivotinja, neovisno o tome da li

¢e se utvrditi povezanost izmedu MHC gena 1 otpornosti prema bolesti.
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2.3. Jelen obiéni

Ukoliko promatramo razvoj jelena s evolucijskog stajalista, on pocinje prije 35 milijuna
godina, u razdoblju oligocena kada su se pojavili prvi primjerci u tipu malih vodenih mosusnih
jelena (JANICKI i sur., 2007.). Prvi jeleni nisu imali rogovlje, a karakterizirala ih je lubanja
tipi¢ne grade za punorosce s naglaSenim dugim o¢njacima. Za razliku od dana$njih jelena ovi
prvi jeleni su imali Zu¢ni mjehur, a nastanjivali su Sumsko-moc¢varno podrucje sredi$nje Europe
i Azije. Daljnji nalazi jelena datiraju od prije 20-25 milijuna godina, iz razdoblja miocena, kada
se pojavljuju prvi rogovi kao tipi¢ne morfoloske osobitosti karakteristicne za jelena, u obliku
Siljkana ili vilasa. U razdoblju poliocena dolazi do polaganog smanjivanja zuba o¢njaka te se
pocinju javljati jeleni s rogovima u tipu vilasa (Cetverci) karakteristicnoga za jelena Cervus
variablis, te jeleni s tri paroska (Sesterci) u tipu kineskog ili Per'Davidovog jelena (Elaphurus
davidianus) za kojega se smatralo da je bio pocetak grane unutar koje se razvio i jelen lopatar.
Tijekom filogenetskog razvoja ocnjaci su se uglavnom izgubili ili znacajno reducirali te su

postali biserci, a u svega nekoliko vrsta su se zadrzali do danas.

Tablica 2. Zoolosko razvrstavanje jelena obi¢noga (IUCN, 2017.)

Domena Eukaryota
Carstvo Metazoa
Koljeno Chordata
Potkoljeno Vertebrata
Razred Mammalia
Red Artiodactyla
Podred Ruminantia
Porodica Cervidae
Rod Cervus
Vrsta Cervus elaphus
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Jelen obi¢ni se ubraja u koljeno svitkovaca (Chordata), potkoljeno kraljesnjaka
(Vertebrata), razred sisavaca (Mammalia), podrazred plodvasa (Placentalia), red parnoprstasa
(Artiodactyla), podred prezivac¢a (Ruminantia), porodicu jelena (Cervidae), potporodicu pravih
jelena (Cervinae), rod jelena (Cervus) i vrstu jelen obi¢ni (Cervus elaphus). U Hrvatskoj je
najrasprostranjeniji u nizinskom stanistu u Sumama uzduz rijeke Dunava, Drave i Save, u
gorskom stanistu u Gorskom kotaru, Velikoj i Maloj Kapeli, nesto manje na Velebitu i Li¢koj
Pljesivici, te u mediteranskom stani$tu u dijelu Hrvatskog primorja i u Istri. Jelen obi¢ni ima
veliki radijus kretanja u potrazi za Sumskim povrSinama. Izbjegava otvorene prostore, a ako i

zade u njih trazeéi hranu to ¢ini no¢u (TROHAR, 2004.).

Slika 11. Rasprostranjenost jelena obi¢noga u Republici Hrvatskoj (izvor JANICKI i sur.,

2007.)
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Prema engleskom zoologu Broocku, zivotinjske vrste iz porodice jelena mozemo
podijeliti u dvije velike podporodice zbog razlika na temelju specificne grade metakarpalnih
kostiju prednjih nogu: pravi jeleni (Plesiometacarpalia) i nepravi jeleni (Telemetacarpalia).
Podporodica pravih jelena u koju ubrajamo i jelena obi¢noga ima zadrzane gornje i donje
dijelove druge i pete metakarpalne kosti dok su kod nepravih jelena prisutne samo distalne
epifize tih kostiju. Jo§ jedna specifi¢nost anatomske grade jelena je da nemaju zu¢ni mjehur.
Divlja¢ dijelimo prema tradicionalnoj lovackoj podjeli na divlja¢ niskog i visokog lova. U
divlja¢ visokog lova ubrajamo i sve vrste jelena pa samim time i jelena obi¢noga. Danas se
ovakva podjela rijetko koristi. Novija lovacka podjela dijeli divlja¢ prema tjelesnom pokrovu
na dlakavu i pernatu divlja¢. Sukladno tome jelen obi¢ni se ubraja u dlakavu divljac. Prema
zakonskoj podjeli navedenoj u Zakonu o lovstvu (ANONIMUS, 2005.) jeleni se ubrajaju u
krupnu divlja¢ zasti¢enu lovostajem te spadaju u nasu zavic¢ajnu divlja¢. Muzjak se naziva jelen,
zenka kosuta, a mlado oba spola od teljenja do kraja ozujka druge kalendarske godine tele ili
jelenCe. Nakon tog razdoblja muzjake do ¢iS¢enja prvih rogova nazivamo jelenci¢, a mlade

zenke do prvog teljenja koSutice (JANICKI 1 sur., 2007.).
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Slika 12. Muzjaci jelena obi¢noga s rogovljem u bastu. (foto D. Konjevic)

Tijelo jelena je skladne i snazne grade, nesto vise u grebenu negoli u krizima. Navedena
karakteristika u kombinaciji s visokim i snaznim nogama predstavlja gradu primjerenu za
dugotrajno i ustrajno tréanje. Visina tijela u grebenu je 120-150 cm, a duljina od vrha njuske
do korijena repa 225-275 cm (CEOVIC, 1940.). Tjelesna masa odraslog jelena je u pravilu od
125 do 250, a iznimno rijetko do 300 kg, a kosute od 70 do 150 kg. U proljece i jesen tijelo im
je obraslo dlakom rdasto-crvene boje dok je u zimi dlaka gusé¢a i dulja te tamno smede boje.
Mirisne Zlijezde se kod muzjaka nalaze na korijenu repa, a kod zenki na ¢elu. Oba spola ih
imaju na vanjskoj strani skocnog zgloba. Takoder, oba spola ispod tamnog i krupnog oka imaju
duboku udubinu koju nazivamo suziste te se u njemu nalazi mirisna zljezda. Kod ove vrste
divljaci sva osjetila su odli¢no razvijena. lako imaju astigmati¢ni vid dobro razlikuju predmete

u okolini. Jelenu je vrat obrastao grivom, odnosno duljom dlakom koje ¢ini sekundarnu spolnu
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oznaku. Samo muzjaci nosi rogovlje. Jelen se kre¢e korakom, kasom ili trkom (TROHAR,
2004.; JANICKI i sur., 2007.). Prema ponaSanju, ovu vrstu ubrajamo u Zivotinje sumraka. Znaju
biti aktivne i po dnevnom svijetlu u slucaju da nema uznemiravanja u stanistu. Na aktivnost
uvelike utjece duljina trajanja osvjetljenja i intenzitet sunceve svjetlosti. U slucaju da je
svijetlost slabija i krace traje, zivotinje su aktivnije tijekom dana i obrnuto. Jeleni imaju jako
razvijeni socijalni nagon te zbog toga cijele godine zive u krdima unutar kojeg su odnosi medu
jedinkama ustanovljeni prema principima hijerarhije. Postoje dva tipa krda, prvo ¢ine kosute s
teladi i jedno- do dvogodisnjim jelenima te takva krda vode kosute, a drugo ¢ine jeleni ostalih
starosti te njih vode mladi jeleni. Stari jeleni zive osamljeno izvan krda. Osim socijalnog
nagona, kod jelena postoji i nagon sezonskog premjestanja po podrucju stanista. Ljeti odlaze u
brdske predjele, a zimi u nizinske te se ovakav tip migracije naziva vertikalnim. Takoder su
poznate migracije duz vodenih tokova rijeka, posebno u doba rike i ovakva seljenja se nazivaju
horizontalnim. Osim zbog zadovoljenja potreba za parenjem sele se i iz potrebe za hranom.
Pripadnici porodice jelena imaju rogovlje, produzenja ¢eone kosti, koji su po gradi prava kost
te se zbog toga nazivaju punoroScima. Njima rogovi rastu iz roziSta koji nastanu jo$ prije
rodenja u oba spola, ali kod zenki ubrzo propadaju. Novi rogovi narastu kroz nekih 120 dana
od ozujka/travnja do kraja srpnja (TROHAR, 2004.). Sam ciklus rasta roga prolazi kroz Cetiri
faze: faza rasta, mineralizacije, skidanja ¢upe (Cupa / bast / runja / liko / velvet — specifi¢an
kozni pokrov roga za vrijeme njegovog rasta) te faza odbacivanja roga. U pocetku je rog graden
od hrskavice, tijekom rasta je obavijen kozom i dlakom (¢upa/runje), a ispod koze i sredinom
roga prolaze krvne Zile koje prehranjuju rog. Rast roga poticu brojni ekoloski i fizioloSki
¢imbenici. Porastom koli¢ine spolnog hormona u krvi zaustavlja se rast i potice mineralizacija
roga. U srpnju jelen skida ¢upu na nacin da rogovima struze po grmlju, drvecu i drugoj
vegetaciji. S obzirom da se ispod koze koju skida nalazi krv dolazi do njenog mijeSanja sa

sastojcima kore drveca i sa zrakom te na taj nacin nastaje boja roga. Posljednjih dana rasta i
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mineralizacije rog postaje ikricav zbog talozenja minerala. Punoroscima svake godine otpadaju
rogovi, a nakon odbacivanja odmah mu pocinju rasti novi. Sa svakim novim ciklusom rasta
roga, ukoliko su zadovoljeni svi ¢imbenici koji utjeu na njegov rast, nastaje razgranatija forma
rogovlja bogatija paro§cima. Rog se sastoji od grane koja na bazi ima vijenac, i od parozaka.
Paro$ci mogu na vrhu roga tvoriti krunu. Maksimalan razvoj rog postigne u 9.-12. godini nakon
Cega se vrijednost rogovlja smanjuje. U vecine jelena prvo rogovlje se pojavljuje u drugoj
godini zivota, nakon 6 do 9 mjeseci se odbacuje te izrasta novo. Taj je godisnji "ciklus rasta
rogovlja" pravilan u jelenskih vrsta umjerenog klimatskog podrucja i ponavlja se tijekom

cijelog zivota jedinke (JANICKI, 2004.; JANICKI i sur., 2007.).

Jelene ubrajamo u prezivace. Od 24 sata jelen najviSe vremena potroSi na traZenje i
uzimanje hrane, zatim na preZivanje, a ostatak otpada na mirovanje i san. Jelenska divlja¢ hranu
trazi i uzima u pet do sedam navrata tijekom 24 sata. Visekratno uzimanje uvjetovano je
¢injenicom da uzimaju hranu velike zapremnine te im zbog toga burag ne moze odjednom
primiti koli¢inu hrane potrebnu za 24 sata. Jeleni najviSe konzumiraju zeleno bilje, pretezno
lis¢e, izbojke i grancice listaca, takoder pasu travu i jedu zeljasto bilje. U slu¢aju oskudice brste
grancice i izbojke Cetinjaca, a u slucaju potrebe gule koru s drveca. Pretpostavlja se da je razlog
tome pomanjkanje hrane, nemoguénost pristupa do prikladnih vrsta hrane ili pomanjkanje
mikroelemenata, vitamina i drugih tvari u redovitoj hrani. Guljenje kore negdje u potpunosti
izostaje, dok u drugih populacija znade biti izrazito naglaSeno. Takoder vole jesti i razne
plodove kao §to su divlje voce, zir, bukvica, kesten, gljive, zeleno zito, mladi kukuruz. Jeleni
hranom primaju suvisne koli¢ine kalija, a nedovoljne koli¢ine natrija te zato lizu prirodnu ili
umjetnu sol. Osim vode za pice, koju djelomicno dobivaju i iz hrane, potrebna im je i voda za

kaljuzanje (CAR, 1967.; JANICKI i sur., 2007.).

Potpuno formirano zubalo odrasog jelena ima 34 zuba koji su izrasli do dobi od oko tri

godine (WAGENKNECHT, 1984.). Zubna formula jelena je 1 0/3, C 1/1, P 3/3 i M 3/3. KosSuta
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donese tele na svijet sa 8 mlijecnih sjekuti¢a. Nakon mjesec dana tele dobije mlijecne o¢njake
I po tri mlijecna pretkutnjaka Sto je ukupno 22 mlije¢na zuba. S navrSenom prvom godinom
zivota teletu pocinju ispadati mlijecni zubi te ih zamjenjuju stalni. Tek se u tre¢oj godini Zivota
u potpunosti izgradi zubalo. Za ovu zivotinjsku vrstu znacajno je da kutnjaci nemaju mlijecne
prethodnike (TROHAR, 2004.; JANICKI i sur., 2007.). Po zubima se dob Zivotinje moze
razmjerno to¢no odrediti samo u razdoblju formiranja zuba, odnosno do 30 mjeseci zivota.
Nakon toga se dob prema zubalu moze odredivati samo orijentaciono makroskopski, i to prema
istroSenosti zuba, 0dnosno, na presjeku prema stupnju talozenja sekundarne zubnine (metoda
po Eidmanu). Detaljnije opise upotrebe zubala u procjeni dobi, ukljucujuéi i sloZenije metode
pomocu inkrementnih linija rasta te dodatnih analiza rendgenom i sli¢no daju KONJEVIC i sur.
(2006.) te SKVORC i sur. (2018.). Veéina tih metoda u svakodnevnoj praksi je u manjoj
primjeni.

Zivotni vijek jelena iznosi 15 do 20 godina. Parenje jelena naziva se rika jer se muzjaci
u to doba javljaju specifiénim glasom, a njihovo glasanje zovemo rikanje ili rika. Ono pocinje
krajem kolovoza ili po¢etkom rujna te traje 5 do 6 tjedana, ali sve ovisi o vremenskim prilikama.
Rika je bolja za hladnijeg vremena, a ako je toplo zna se otegnuti i u listopad. Takoder, u
nizinama pocinje prije nego u brdskim stanistima. Ranije pocCinju rikati stari jeleni, a za vrijeme
rike dolazi do borbi izmedu jelena za pravo parenja na mjestima koja se nazivaju "rikalista". To
su ¢istine unutar Sume ili neke livade. Jeleni ri¢u da bi dozvali i okupili $to viSe koSuta u harem,
najéesce od 4 do 6. U doba parenja jeleni mogu oslabiti i do 30 kg. Bredost u kosuta traje 230-
240 dana ili oko 34 tjedna, nakon kojih kosuta oteli jedno ili dva teleta tjelesne mase od 7 do
12 kg. Telad nema razvijene mirisne Zlijezde te nakon poroda ostaje prikrivena u travi koja
predstavlja najbolji zaklon od prirodnih neprijatelja. Tele sise od 3 do 4 mjeseca i osamostali

se s 9 do 12 mjeseci zivota (DARABUS 1 JAKELIC, 2002.; JANICKI i sur., 2007.).
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Dob zZive divljaci kod oba spola ocjenjuje se po obliku glave i tijela te po ponasanju. Uz
skidaju ¢upu s rogova, kada odbacuju rog te prema obliku roga. Dob mrtve jelenske divljaci
ocjenjuje se po stupnju srastenosti hrskavice epifize bedrene kosti, stupnju okostalosti grkljana,
stupnju razvoja dentina te stupnju istrosenosti zubala. Takoder, dob se moZze ocijeniti i po visini
krune zuba sjekutica, po kutu $to ga zatvaraju sjekuti¢i s vodoravnom podlogom na kojoj stoji
vilica te po odnosu duljine i visine rozista. U svakodnevnoj primjeni najcesée u obzir dolaze
dinamika izmjene mlije¢nog u stalno zubalo, stupanj istroSenosti zubala i stupanj okostalosti

hrskavice bedrene kosti (CAR, 1967.).
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3. CILJ I PRETPOSTAVKA ISTRAZIVANJA

Jelen obic¢ni jedna je od najvaznijih vrsta divljaci u Republici Hrvatskoj. lako je rije¢ o
zavicajnoj vrsti rasprostranjenoj na ve¢em dijelu Republike Hrvatske do danas nema podataka
o raznolikosti MHC gena jelena obi¢nog. Pretpostavka istrazivanja je da u jelena obi¢nih na
podruc¢ju Republike Hrvatske postoji relativno visoka raznolikost MHC gena. Takoder je
pretpostavka da postoje razlike u distribuciji alela MHC gena izmedu zapadnog i isto¢nog

podrucja Hrvatske.

Ciljevi ovog istrazivanja su:
1) utvrditi raznolikost MHC gena jelena obi¢noga

2) utvrditi postoje li razlike izmedu populacija jelena Slavonije i Baranje, Moslavine, te

Gorskog kotara

3) utvrditi postoje li razlike vezano uz invaziju velikim ameri¢kim metiljem
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Podrucje uzorkovanja

Za ovo istrazivanje koristio sam uzorke prikupljene u okviru uspostavnog istrazivackog
projekta Hrvatske zaklade za znanost pod oznakom UIP 3421 "Molekularna epidemiologija
odabranih parazitskih bolesti divljih zivotinja". Uzorci su prikupljeni u okviru provodenja
redovitog odstrela prema lovno-gospodarskoj osnovi u lovnim sezonama 2014./2015. —
2016./2107. u lovistima na podrucju Radinja, Spacve, Vrbanje, Tikvesa, Lipovljana i Gorskog
kotara. Pritom su dostavljane jetre jelena obi¢noga, koje sam prvo analizirao makroskopskim
pregledom pri ¢emu sam odredio ima li priraslica po jetri, promjena boje i oblika povrsine jetre,
te da li je prisutan zeljezo-porfirin. Istrazivanje je obuhvatilo patoloski nalaz 117 grla jelenke
divljaci, od Cega je uzorak jetre od 91 grla skupljen u posavskom bazenu i Baranji (21 kosuta,
34 jelena i 36 grla nepoznatog spola), odnosno od 26 grla iz Gorskog kotara (5 kosuta, 7 jelena
i 14 grla nepoznatog spola). Lokacije sam odabrao prema prisutnosti i invadiranosti metiljem
Fascioloides magna. Drzavno otvoreno loviste br. XIV/9: "PODUNAVLJE-PODRAVLJE"
nalazi se u sjevernoistocnom dijelu hrvatskog Podunavlja te se prostire uz lijevu i desnu obalu
rijeke Dunav. Unutar lovista je jednim dijelom smjesten i Park prirode "Kopacki rit" koji ima
veliki utjecaj na epidemiologiju fascioloidoze. Na ovom podruéju se nalazi veliki broj rukavaca,
depresija, brana, kanala i vlaznih livada koji pogoduju zadrzavanju vode tijekom cijele godine,
dijelom u vidu povremenih ili trajnih vodotoka. Vegetaciju ¢ini karakteristi¢na ritska Suma,
prilagodena ¢estim plavljenjima, izmjenama vode, dugackim trajanjima, ponekad i vise od pola
godine. Biljne zajednice ovoga podrucja ¢ine asocijacije rakite (Salix purpurea), krhke vrbe
(Salix fragilis), bademaste vrbe (Salix triandra), bijele vrbe (Salix alba), kosaracke vrbe (Salix
viminalis), te bijele i crne topole (Populus alba i Populus nigra). Od glavnih vrsta krupne

divljaci u lovistu obitavaju jelen obi¢ni, srna obic¢na i svinja divlja. DrZzavno otvoreno loviste
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broj: 111/39 - "OPEKE II" ubraja se u nizinska lovista s poplavama, nadmorske visine do 99 m.
Loviste se teritorijalno nalazi na podrucju Sisacko-moslavacke zZupanije, a ovlastenik prava lova
je Sumarski fakultet Sveudilista u Zagrebu. Ukupna povrsina lovista iznosi 8342 ha, od ¢ega
Sume zauzimaju 5927 ha, poljoprivredne povrSine 2024 ha, a vode stajacice i tekucice 103 ha.
Razdoblja povisenog vodostaja javljaju se tijekom godine u dva navrata, u proljece i u jesen,
kada dolazi do plavljenja gotovo 70% lovista. Srednja godis$nja koli¢ina oborina iznosi 915 mm.
Zajednicko otvoreno loviste VIII/110 ,,CRNA GORA* je loviste gorskog tipa, a Smjesteno je u
sjevernom dijelu Primorsko-goranske Zzupanije na granici sa Republikom Slovenijom.
Nadmorska visina lovista kre¢e se od najnize tocke 380 m do najvise tocke 1197 m (vrh Crne
gore). Karakter lovista je brdsko-planinski. Zemljopisni polozaj lovista je U najsjevernijem
dijelu Gorskog kotara. Teren je vrlo razveden, a tlo silikatno, vrlo tesko prohodno i ve¢im
dijelom pretezu vapnenci s vrtatama, Skrapama i glavicama. Ako se izuzme rijeka Cabranka i
povremeni potoci Tr$¢anka i SuSica, loviste uglavnom pati od bezvodnosti. Od vegetacije
dolaze slijedece zajednice: - Dinarska bukovo-jelova Suma (Abieti-Fagetum dinaricum Treg.
1957.), Suma jele s rebracom (Blechno-Abieteum Horv.), smrekova Suma na dolomitu
(Piceetum dolomiticum Ht. 1950.), bukova Suma s rebractom (Blechno-Fagetum Ht. 1950.),
Suma bukve s kukurjekom (Helleboro-Fagetum Pelcer) i Suma crnog graba s crnjusom (Erico-
Ostryetum Horv.). U lovistu od glavnih vrsta divljaci dolaze jelen obi¢ni, srna obi¢na, svinja
divlja i smedi medvjed (Ursus arctos). Pored njih u lovistu se takoder nalaze i sivi vuk (Canis
lupus) i euroazijski ris (Lynx lynx).Od prikupljenih jetara uzeo sam uzorak tkiva za molekularnu
analizu nukleotidnih sekvenci DRB Il MHC gena u Eppendorf epruvetu, pohranio u 96%-tnom
alkoholu, pravilno obiljezio internim brojevima zbog daljnje sljedivosti uzoraka i smrznuo na -

20°C do daljnjih analiza.
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4.2. ParazitoloSka pretraga jetara

TKivo jetre rezao sam poduznim rezovima na slojeve debljine oko 2 cm i temeljito
pregledavao svaki isjeak obostrano. Utvrdene promjene (lezije jetrenog tkiva i nadene metilje)
razvrstao sam prema osobitostima, na mlade i zrele metilje te metilje u raspadu, a promjene na
migratorne puteve metilja i pseudociste. Prema starosti procesa pseudociste sam razvrstao na
nezrele i zrele ciste te ciste u raspadu. Pobrojane promjene upisao sam u Excell tablicu za
daljnju obradu rezultata. U tablicama sam koristio nazivlje pojedinih razvojnih stadija metilja i
pseudocisti koje se spominje u dostupnoj literaturi o prethodnim istraZivanjima na podru¢ju

Republike Hrvatske.

Slika 13. Prikaz nacina rezanja jetre prigodom parazitoloSke pretrage. Vidljivi znaci

zeljezo-porfirina, pseudociste i metilji. (foto M. Bujani¢)
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4.3. Koproloska pretraga izmeta

KoproloSkom pretragom izmeta utvrdujemo prisutnost jajasaca i li¢inki parazita u
izmetu. Sama pretraga koju sam provodio ukljuuje sedimentaciju, flotaciju i
imunoflorescenciju. Nakon §to sam iz zavrS$noga crijeva Uzeo uzorak izmeta, u urinsku ¢asu
sam izdvojio 5g i razmutio ga u vodi, te procijedio kroz sito na kojem je zaostao krupni dio
otopine. Procijedenu otopinu sam ulio u epruvetu i centrifugirao na 2500 okretaja u minuti kroz
pet minuta. Izdvojenu tekuc¢inu sam bacio, a na sediment nadodao flotacijsku otopinu cink-
sulfata (ZnSOg4), zatim sam pomocu vorteksa napravio homogenu otopinu te na vrh epruvete
stavio pokrovno stakalce i sve zajedno ponovno centrifugirao. Flotacijska otopina je zbog
razliCitih specifi¢nih teZina koncentrirala i izdvojila jajaSca i li¢inke parazita na samom vrhu
tekuc¢ine, odnosno zalijepila ih na pokrovno stakalce. Pokrovnicu sam nakon centrifugiranja
stavio na predmetnicu i pod mikroskopom odredio prisutnost jajasaca pojedinih parazita.
Imunoflorescencijom sam utvrdivao prisutnost cisti bicasa Giardia sp. (ECKERT i sur., 2008.),

ali to nije izravni dio ovoga doktorskoga rada.

4.4. 1zolacija DNA, Sangerovo sekvenciranje i sekvenciranje sljedeée

generacije (engl. Next Generation Sequencing)

Za izolaciju DNA koristio sam komercijalni paket Wizard Genomic DNA Purification
Kit (Promega, USA), te proveo postupak prema uputama proizvodaca. Izoliranu DNA pohranio
sam u hladnjaku na 4°C. Lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR) umnaza se odsjecak genomske
DNA (egzon 2 lokusa DRB MHC skupine 1) duljine oko 300 pb. U svrhu umnaZanja koristio
sam komercijalni komplet HotStarTagMaster Mix koji sadrzi pufer, AINTP-ove i HotStarTaq
DNA polimerazu. Pocetnice za provedbu PCR reakcije odabrao sam iz literature
(SIGURDARDOTTIR i sur.,, 1991.). To su bile pocetnice LA31 (5'-
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GATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCCT-3") i LA32 (5-TTCGCGTCACCTCGCCGCTG-
3"). Reakcijska smjesa je sadrzavala 1/2 ukupnog volumena HotStarTaq Master Mixa, 0,2 uM
svake pocetnice, 1/10 ukupnog volumena izolirane DNA, te vode do kona¢nog volumena.
Konaéni volumen je bio ili 8 pL za potrebe provjere uspjesnosti PCR reakcije ili 20 pL za
potrebe sekvenciranja. Uvjeti PCR reakcije bili su sljedeci: 5 min pocetnoga zagrijavanja na
95°C nakon ¢ega je slijedilo 35 ciklusa PCR-a od kojih se svaki sastojao od 1 min na 95°C, 30
sec na 50°C, te 1 min na 72°C. PCR reakcija je zavr§avala kona¢nom elongacijom tijekom 10
min na 72°C. Nakon umnazanja su PCR produkti ohladeni na 4°C i spremljeni u hladnjak do
elektroforeze. Potvrdu prisutnosti PCR produkta proveo sam elektroforezom na agaroznom
gelu. Uspjesno umnozene PCR produkte poslao sam na sekvenciranje u poduzece Macrogen,

Juzna Koreja.

S obzirom da sam utvrdio da su elektroferogramski ispisi sekvenci sadrzavali viSe od 2
alela po jedinci, zaklju¢io sam da je DRB lokus dupliciran u istrazenih jedinki, te sam dalje
proveo sekvenciranje egzona 2 lokusa DRB koristenjem tehnologije sekvenciranja sljedece

generacije (NGS, engl. Next Generation Sequencing) na opremi S5 Termo Fisher.

Kako bismo pripremili knjiznicu za analiziranje egzona 2 DRB lokusa MHC sustava
skupine IT pomoc¢u NGS tehnologije najprije sam pripremio PCR produkte koristeéi produljene
uzvodne pocetnice. Takve pocetnice sadrze slijedove nukleotida koji predstavljaju adapter,
barkod i linker, a na koje se nadovezuje pocetnica koja je specifi¢na za regiju genoma koju
zelimo amplificirati 1 sekvencirati (LA31 u ovom istrazivanju). Za analizu svake jedinke sam
koristio drukciju sekvencu produljene uzvodne pocetnice, a razlikovale su se upravo u barkod

slijedu (u prilogu, Tablica 15).

Za svaki uzorak sam proveo po 3 PCR reakcije, koristec¢i produljene uzvodne pocetnice
1 nizvodnu pocetnicu LA32, u ukupnom volumenu od 25 pL. Prisutnost PCR produkata svakog

triplikata sam provjerio na 2 %-tnom agaroznom gelu te su se PCR produkti iz triplikata spojili
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u jednu tubicu. Takve uzorke sam ocistio pomoc¢u Agencourt magnetskih kuglica na nacin da
sam prvo pripremio 10 ml svjezeg 70 %-tnog etanola. Zatim sam dodao 0,7 PCR volumena
Agencourt magnetskih kuglica u pripremljeni uzorak te pomocu pipete dobro izmijesao uzorak.
Nakon kratkog centrifugiranja pripremljenu smjesu inkubiramo kroz 5 minuta na sobnoj
temperaturi, a zatim tubice postavimo na magnetski stalak i pricekamo tri minute da se tekuc¢ina
potpuno izbistri te na kraju pomocu pipete odvojimo supernatant. Epruveta ostaje na
magnetskom stalku te u nju dodajemo 500uL 70 %-tnog etanola, inkubiramo 30 sekundi i
lagano okreéemo epruvetu dva puna kruga kako bi magnetske kuglice sporo prosle kroz
tekuc¢inu. Nakon 30 sekundi pipetom odvojimo supernatant i jo§ jednom ponovimo ispiranje s
etanolom. Nakon kratkog centrifugiranja vratio sam epruvetu na magnetni stalak i s pipetom
odvojio preostali etanol te inkubirao do maksimalno 5 minuta da se kuglice s DNA osuse.
Nakon toga sam maknuo epruvetu s magnetnog stalka i dodao 25 pL TE pufera te dobro
promijesao pipetom, a zatim i vorteksom, te na kraju centrifugirao. Epruvetu sam vratio na
magnetni stalak i inkubirao jednu minutu, a kad je tekuéina postala bistra, supernatant koji
predstavlja na$ uzorak sam prebacio u novu epruvetu. Koncentraciju PCR produkta sam
izmjerio s Qubit 3.0 fluorometrijom pomoc¢u Qubit dsSDNA Assay Kit reagensa. Sve uzorke
sam normalizirao na nacin da sam pripremio jednake koncentracije te ih sjedinio u jednu
zajednicku knjiznicu. Knjiznicu sam procistio S Agencourt magnetskim kuglicama te ponovno
izmjerio koncentraciju s Qubit 3.0 fluorometrom koriste¢i se Qubit dsSDNA HS Assay Kit
reagensima. Tako pripremljena knjiznica nanesena je na proto¢nu ¢eliju Ion 510 Chip te je

reakcija sekvenciranja provedena na S5 Termo Fisher sekvenatoru.
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4.5. Racunalna analiza rezultata

Ocitanja dobivena sekvenciranjem analizirana su uzorak po uzorak u sljede¢im

koracima:
1. Filtriranje ocitanja po duljini.
2. Generiranje konsenzusne sekvence i viSestrukog poravnanja sekvenci (engl.

MSA — Multiple Sequence Alignment) za sva ocitanja.

3. Podjela ocitanja u skupine prema razlikama u odnosu na konsenzusnu sekvencu.

4. Ponavljanje tocaka 2 i 3 za grupe ocitanja dobivene u tocki 3.

5. Odredivanje reprezentativnih sekvenci za svaku grupu i odabir do Cetiri najbolje
sekvence.

6. Usporedba s poznatim referencama i zbirna analiza.

Duljina ocitanja za svaki uzorak znacajno je varirala, s najmanjim duljinama od oko 25
parova baza i najve¢im duljinama i preko 400 parova baza. Medutim, za svaki uzorak najveci
broj ocitanja bio je duljine 296 parova baza te su gotovo sva o¢itanja bila unutar raspona od 290
do 310 parova baza. U prvom koraku, sva ocCitanja ¢ija je duljina izlazila izvan tog raspona,

izbaCena su iz daljnje analize.

Nakon toga, nad svim preostalim o€itanjima izgraden je POA graf (engl. POA — partial

order alignment), koriste¢i alat SPOA (https://github.com/rvaser/spoa). 1z grafa je odredena

konsenzusna sekvenca, te visestruko poravnanje sekvenci. Konsenzusna sekvenca dobivena u
prvom koraku predstavlja reprezentativnu sekvencu svih ocitanja zajedno. U slu¢aju kada se u
uzorku nalazi viSe razli€itih alela, ona ne mora imati biolosko znacenje, medutim moze posluZiti

da ocitanja razdvojimo u manje skupine koje ¢e predstavljati pojedine alele.
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Koriste¢i matricu viSestrukog poravnanja, pronadene su kandidatne lokacije na kojima
se za podjednak broj ocitanja nalaze razli¢ite nukleotidne baze (npr. 'C'i 'T"). Oc¢itanja su nakon
toga podijeljena u skupine prema razli¢itim vrijednostima nukleotida na odredenoj lokaciji. Za
svaku je skupinu ponovno izraden POA graf, te je odredena konsenzusna sekvenca i visestruko
poravnanje. Postupak razdvajanja na manje grupe ponovljen je jo$ jednom. Kada u postupku
razdvajanja ocCitanja u manje grupe nisu uoCene znacajne razlike u matrici visestrukog
poravnanja, zakljueno je da trenutna skupina ocitanja predstavlja samo jedan alel, te je

postupak zaustavljen.

Nakon S§to su oba koraka razdvajanja ocitanja u grupe zavrSena, za svaku grupu
generirana je konsenzusna sekvenca. U slu¢aju kada je postojalo vise od Cetiri grupe, odabrane
Su one Cetiri grupe oditanja s najve¢im brojem ocitanja jer su smatrane najvjerodostojnijima.
Konsenzusna sekvenca uzeta je kao predstavnik svake grupe te su sa svih konsenzusnih
sekvenci uklonjeni adapteri. Sekvence su zatim usporedene s poznatim sekvencama koristeci

egzaktnu usporedbu nizova te alat Minimap2 (https://github.com/Ih3/minimap?2). Za sve korake

u filtriranju ocitanja, analizi POA grafa, grupiranju sekvenci te za dodatne analize napisane su

programske skripte koriste¢i programski jezik Python.

4.6. Program MEGA 5.01 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)

MEGA X je racunalni paket ¢ija je namjena evolucijska analiza nukleotidnih 1
aminokiselinskih sljedova (TAMURA i sur., 2013.). Program MEGA Kkoristio sam za pregled
nukleotidnih sljedova alela pronadenih u ovom istrazivanju, prevodenje nukleotidnih sljedova
u aminokiselinske, odabir najprikladnijeg nukleotidnog supstitucijskog modela, te racunanje
nukleotidne evolucijske udaljenosti medu alelima.
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Najprikladniji model nukleotidne supstitucije utvrden je programom Model Selection,
koji je implementiran u programskom paketu MEGA. Analiza koristi statisticku metodu
Maximal Likelihood, a najboljim supstitucijskim modelima smatraju se oni sa najnizim
Bayesovim informacijskim kriterijem. Evolucijsku udaljenost ra¢unao sam medu alelima
pronadenim u uzorku. Za racunanje nukleotidne evolucijske udaljenosti koristio sam model
Tamura 3-parameter uz Gama distribuciju (T92+G). T92 model u obzir uzima nejednak udio
razli¢itih nukleotida u sekvenci, a T92+G, ugraduje i gama parametar (G). Gama parametar
pretpostavlja da varijacije u ucestalosti supstitucija medu razli¢itim nukleotidnim mjestima

imaju oblik gama distribucije.

4.7. Statisticka obrada podataka

Razlike u uéestalosti invadiranosti metiljem izmedu spolova, prisutnosti pojedinih alela
MHC gena te povezanosti alela i jacine invazije ispitane su Fisher-ovim egzaktnim testom
(ZAR, 1999.), x2 testom te McNemar y2 testom (TIBCO Software Inc., 2018.). Razlike u broju
metilja po razvojnoj fazi ispitane su t-testom. Za ispitivanje normaliteta raspodjele koristeni su

Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-Wilk test (ZAR, 1999.).

Normalitet raspodjele podataka testiran je Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-Wilk
testovima. Za ispitivanje povezanosti medu varijablama koriSten je Spearmann-ov rang
korelacijski koeficijent. Testiranje podatka medu skupinama provedeno je T-testom i Kruskal-

Wallis testom.

Dobiveni podaci analizirani su pomoc¢u Statsoft 13 programa (TIBCO Software Inc.,

2018.).
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. Rezultati parazitoloskih analiza

Prikaz rezultata koproloske pretrage izmeta dan je u Tablicama 3. i 4.

Tablica 3. Rezultati koproloSkih pretraga izmeta uzoraka jelena obi¢noga iz Gorskog kotara

INTERNA

PODACI O

O0ZNAKA LOKACIA JIVOTINII PARAZITOLOSKINALAZ
J1GK Gorski kotar Pojedine li¢inke fam. Protostrongylidae
. Pojedine li¢inke fam. Protostrongylidae, pojedina
J26K Gorski kotar jajaSca strongilidnog tipa, 1 cista Giardia sp.
J3GK Gorski kotar Pojedine li¢inke far_n. Pr(_)tost_rongylldae, pojedine
oociste Eimeria sp.
J4GK Gorski kotar Z Negativan
J5GK Gorski kotar M Negativan
J6GK Gorski kotar Z Negativan
J7GK Gorski kotar M Negativan
J8GK Gorski kotar V4 Negativan
JI9GK Gorski kotar M Negativan
J10 GK Gorski kotar V4 Negativan
J11GK Gorski kotar M Li¢inke fam. Protostrongylidae
J12 GK Gorski kotar M Li¢inke fam. Protostrongylidae
J13GK Gorski kotar M Li¢inke fam. Protostrongylidae, jajasca Capillaria sp.
J 14 GK Gorski kotar M Li¢inke fam. Protostrongylidae
J 15 GK Gorski kotar tele Negativan
J 16 GK Gorski kotar Z Li¢inke fam. Protostrongylidae
J17 GK Gorski kotar Li¢inke fam. Protostrongylidae
J 18 GK Gorski kotar Negativan
J19GK Gorski kotar Li¢inke fam. Protostrongylidae
J 20 GK Gorski kotar Li¢inke fam. Protostrongylidae
321 GK Gorski kotar Li¢inke fam. Protostronq[)ilrl)léjae, jajasca strongilidnog
J 22 GK Gorski kotar Li¢inke fam. Protostrongylidae
J 23 GK Gorski kotar Negativan
124 GK Gorski kotar Lic¢inke fam. Protostronq[)illljfae, jajaSca strongilidnog
J 25 GK Gorski kotar Li¢inke fam. Protostrongylidae
196 GK Gorski kotar Licinke fam. Protostrongylidae, jajaSca strongilidnog

tipa
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Tablica 4. Rezultati koproloskih pretraga uzoraka izmeta jelena obi¢noga iz Lipovljana

INTERNA PODACI O v
OZNAKA LOKACUA JIVOTINII PARAZITOLOSKI NALAZ
JOL Lipovljani Negativan
J10L Lipovljani Negativan
J11L Lipovljani Licinke fam. Protostrongylidae
312 L Lipovljani Pojedine hCIIll?e.fa;m. Prot_ostrpngylldae, pojedina
jajasca Capillaria sp.
J13L Lipovljani Pojedine licinke fam. Protostrongylidae
J14L Lipovljani Negativan
L Pojedine li¢inke fam. Protostrongylidae, 1 jajasce
L1 =il Nematodirus sp.
J16L Lipovljani Negativan
317 L Lipovljani Pojedine 11c1nl§e.fe}m. Prot_ostrpngylldae, pojedina
jajasca Capillaria sp.
J18 L Lipovljani Pojedine li¢inke fam. Protostrongylidae
J19L Lipovljani Negativan
J20L Lipovljani Negativan
J21L Lipovljani koSuta Licinke fam. Protostrongylidae
399 L Lipovljani Licinke fam. Protostrongglldae, jajaSca Capillaria
S Licinke fam. Protostrongylidae, jajasca
22k =il Fascioloides magna
J24 L Lipovljani Li¢inke fam. Protostrongylidae
A Li¢inke fam.Protostrongylidae, jajasca
225k =il Fascioloides magna
396 L Lipovljani tele Licinke fam. Pro‘;o_strongylldae, jajaSca
strongilidnog tipa
397 L Lipovljani Kosuta Pojedine llclpkevfam. Protp§trongylldae, pojedina
jajasca strongilidnog tipa
398 1L Lipovljani jelen, 3god Pojedine li¢inke fam. P_rotostrongylldae,Jajasca
5 Fascioloides magna
J29L Lipovljani 13015(365’ + Licinke fam. Protostrongylidae
. L M, 150kg, 4- Jajasca Fascioloides magna, li¢inke fam.
J30L Lipovljani 5god Protostrongylidae, jajasca strongilidnog tipa
L Z, 3-4god, :
J31L Lipovljani 100kg Negativan
. o 3-5god, Z, . .
J32L Lipovljani 100kg licinke fam. Protostrongylidae
N Z, 120kg, 5- Li¢inke fam. Protostrongylidae, jajasca
L=l ST 8god strongilidnog tipa, 1 jajasce Fascioloides magna
J34L Lipovljani M, 200kg, Oociste
povi] 8god
. — 7, 2-3god, Li¢inke fam. Protostrongylidae, jajasca
1ol AT 100kg strongilidnog tipa
J36 L Lipovljani Li¢inke fam. Protostrongylidae
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Tablica 5. Rezultati parazitoloske pretrage jetara jelena obi¢noga iz Lipovljana.

INTERNA

OZNAKA Nezrela Zrela Mladi

JOL
J10L
JI11L
J12L
J13L
J14L
J15L
J16L

J17L

J18L

JI19L
J20L
J21L
J22L

J23L

J24 L

J25L

J26 L

J27L
J28L
J29L
J30L
J31L
J32L
J33L
J34L
J35L
J36L

NALAZ PARAZITOLOSKE PRETRAGE JETARA

cista
6

OO P OO0 Wk

48
48

NORFPNOODNWOO

cista
48
25
54
3
14
11
0
58

1

15
26
77

38

20
104

17
14

o O

o

metilj
5

NN WO~ DN

88
93
8

10

Zreli
metilj
95
50
108
6
28
20
0
116

30
41
158
11

76

56
178
11
39
30

22

10

Migracija
3

W N PA~OTWwbs

OGN WEFk OO 0o o

Cista u
raspadu
1

N O P OO -

10

35

19

Metilj u
raspadu
1

O OO O oo o

33

P W s oo o

[y
(o]

o O 0o

POSEBNE
NAPOMENE

Puno
oziljkastog
tkiva
Puno
oziljkastog
tkiva i
propalih cista

Perihepatitis
Prominira
hematin
(tockice),
perihepatitis

Vilozni
perihepatitis,
na presjeku
hemosiderin

Prominira
hematin
(tockice),
perihepatitis

Izlijecena
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Tablica 6. Rezultati parazitoloske pretrage jetara jelena obi¢noga iz Radinja (Brodsko-

posavska Zupanija).

INTERNA

Nezrela Zrela Mladi Zreli . .. Cistau Metilju
ZNAKA : . o 0
0 cista  cista metilj metilj M raspadu raspadu

J1B 1 0 2 0 1 10 0
J2B 0 10 0 20 0 0 0
J3B 0 0 0 0 0 0 0
J4B 0 13 2 25 2 1 0
J5B 0 0 0 0 0 0 0
J6B 0 0 0 0 0 0 0
J7B 1 5 2 10 1 0 0
J8B 0 7 0 14 0 2 0
J9B 0 0 0 0 0 2 0
J10B 0 0 0 0 0 0 0
J11B 0 1 1 2 2 3 0
J12B 0 0 1 0 1 0 0
J13B 0 0 0 0 0 0 0
J14B 0 8 0 18 0 4 0
J15B 0 8 3 15 3 1 0
J16B 0 0 0 0 0 0 0
J17B 0 0 0 0 0 0 0
J18B 0 0 0 0 0 0 0
J19B 0 0 0 0 0 0 0
J20B 6 19 6 34 6 10 0
J21B 3 4 10 8 5 0 0
J22B 3 5 2 10 3 1 0
J23B 9 16 21 32 5 2 0
J24B 4 38 4 81 0 2 0
J25B 1 40 5 84 2 6 0
J26B 6 45 9 90 6 5 0
J27B 2 25 9 51 7 2 0

NALAZ PARAZITOLOSKE PRETRAGE JETARA

POSEBNE

NAPOMENE

Fe-porfirin

Propucana jetra

Fe-porfirin

Propucana jetra

Fe-porfirin

Fe-porfirin,
perihepatitis,
izlijecen
Fe-porfirin,
perihepatitis,
izlijecen
Fe-porfirin,
oziljno tkivo
Fe-porfirin,
perihepatitis
Fe-porfirin,
perihepatitis,
izlijecen
Fe-porfirin,
perihepatitis
Fe-porfirin,
perihepatitis

Fe-porfirin

Propucana jetra

Fe-porfirin,
perihepatitis
Fe-porfirin,
perihepatitis
Fe-porfirin,
perihepatitis
Fe porfirin,
perihepatitis
Fe-porfirin,
perihepatitis
Fe-porfirin,
perihepatitis
Fe-porfirin,
perihepatitis
Fe-porfirin,
perihepatitis
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Fe-porfirin,

J28B 12 16 33 32 5 0 0 1 .
perihepatitis
Fe-porfirin,
J42B 0 0 0 0 0 30 17 perihepatitis
J43B 13 19 30 61 19 0 0 Perihepatitis
J44B 2 65 4 143 1 0 0 Fe-porfirin,

perihepatitis

Tablica 7. Rezultati parazitoloske pretrage jetara jelena obi¢noga iz Vukovarsko-srijemske

zupanije (Vrbanja (J 1 V-J 8 V); Spacva(J 1 S-J11Y9)).

NALAZ PARAZITOLOSKE PRETRAGE JETARA

INTERNA : - 5 — POSEBNE
OZNAKA Ne_zrela Z_rela Mla_d_l Zre_l J Migracija Cistau Metilju NAPOMENE
cista cista metilj metilj raspadu raspadu
J1V 1 0 2 0 1 0 0 Fe-porfirin
J2V 0 0 0 0 0 0 0
J3V 0 2 2 4 1 7 2 Fe-porfirin
Fe-porfirin,
J4V 0 4 4 8 4 0 0 Cysticercus
Tenuicollis
J5V 0 0 1 0 1 0 0
J6V 0 0 0 0 0 0 0 Fe-porfirin
J7V 1 5 5 11 5 0 0 Fe-porfirin
J8V 0 1 1 2 2 0 0 Fe-porfirin
J1S 2 0 6 0 2 0 0
Perihepatitis,
J2s 2 1 8 4 2 2 £ Fe-porfirin
J3s 0 6 3 13 0 2 Perihepatitis,
Fe-porfirin
J4s 1 0 1 0 1 0 0
J5S 0 0 0 0 0 0 0
365 0 0o 1 0 1 5 qy R,
Fe-porfirin
J7S 0 0 2 0 2 0 0 Fe-porfirin
J8S 0 0 4 2 1 puno puno Fe-porfirin
Fe-porfirin,
J9S 0 1 1 2 1 2 0 fokalna
nekroza
J10S 0 0 3 0 2 0 0 Fe-porfirin
J11S 0 3 3 9 1 0 0 Fe-porfirin
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Tablica 8. Rezultati parazitoloske pretrage jetara jelena obi¢noga iz Tikvesa (Osjecko-
baranjska zupanija).

INTERNA

OZNAKA Nezrela Zrela Mladi

J29B

J30B

J31B

J32B

J33B

J34B

J35B

J36B

J37B
J38B

J39B

J40B
J4l1B

NALAZ PARAZITOLOSKE PRETRAGE JETARA

cista

5

cista metilj
13 11
0 1
0 0
3 3
1 0
29 17
16 6
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
8 0

Zreli
metilj

26

16

Migracija

2

Cistau
raspadu

3

Metilj u
raspadu

0

POSEBNE
NAPOMENE

Fe porfirin,
perihepatitis
Perihepatitis,

Fe-porfirin
Perihepatitis,
Fe-porfirin,

izlijeCen

Fe-porfirin,
perihepatitis
Fe-porfirin,
perihepatitis
Fe-porfirin,
perihepatitis
Fe-porfirin,
perihepatitis
Fe-porfirin,
perihepatitis
Fe-porfirin,

izlijecen

Fe porfirin
Fe-porfirin,
perihepatitis,

izlijeCen

Fe-porfirin,
perihepatitis

Prevalencija pozitivnih grla u ovom istrazivanju je slijedeca: Lipovljani (P=100%),

Radinje (P=70,97%), Vrbanja (P=75%), Spacva (P=90,9%), Tikves (P=69,23%). Ukupna

prevalencija je 82,42%.
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REZULTATI UZORAKA IZ LIPOVLIANA

Srednja vrijednost ~ m Maksimalna vrijednost

Srednja vrijednost

Grafikon 1. Nalaz pojedinih stadija metilja ili pseudocista u jetrima jelena iz Lipovljana
(maksimalna i srednja vrijednost nalaza).

REZULTATI UZORAKA 1Z RADINJA

m Srednja vrijednost Maksimalna vrijednost

[=] 33,18
m - @ 3,68 0,77 Maksimalna vrijednost

Srednja vrijednost

Grafikon 2. Nalaz pojedinih stadija metilja ili pseudocista u jetrima jelena iz Radinja
(maksimalna i srednja vrijednost nalaza).
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REZULTATI UZORAKA 1Z VRBANJE | SPACVE

Srednja vrijednost ~ ® Maksimalna vrijednost

wi BN
ég - Maksimalna vrijednost

Srednja vrijednost

Grafikon 3. Nalaz pojedinih stadija metilja ili pseudocista u jetrima jelena iz Spacvanskog
bazena (maksimalna i srednja vrijednost nalaza).

REZULTATI UZORAKA 1Z TIKVESA

Srednja vrijednost Maksimalna vrijednost

Srednja vrijednost

15,67
IE'IE Maksimalna vrijednost
. . QY 6\5

R

Grafikon 4. Nalaz pojedinih stadija metilja ili pseudocista u jetrima jelena iz Tikvesa
(maksimalna i srednja vrijednost nalaza).
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Grafikon 5. Poredbeni prikaz srednjih vrijednosti rezultata prema lokacijama uzorkovanja.
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Grafikon 6. Poredbeni prikaz maksimalnih vrijednosti rezultata prema lokacijama

uzorkovanja.
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Ocekivano, na podrucju Gorskog kotara niti jedan prikupljeni uzorak nije bio invadiran
velikim ameri¢kim metiljem, dok je na podrucju Posavine i Baranje 75 od 91 prikupljenog
uzorka bio pozitivan na invaziju metiljem (82.42 %). Fisher-ov egzaktni test je pokazao kako
nema razlike u frekvenciji invadiranosti prema spolu (kosuta i jelena) (p=0,0625), ali i da
ucestalost invadiranih i neinvadiranih grla nije medusobno identi¢na (y2=6,72; p<0,01 i

McNemar y2=15,57, p<0,0001).
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Grafikon 7. Broj metilja po grlu i razvojnoj fazi pronadeni u jetrima kosuta
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Grafikon 8. Broj metilja po grlu i razvojnoj fazi pronadeni u jetrima jelena

T-test je pokazao kako nema razlike u broju metilja prema pojedinoj razvojnoj fazi
(Tablica 9). Stoga su za ispitivanje razlika u broju metilja po grlu izmedu razvojnih faza metilja

podaci objedinjeni za oba spola i za ona grla kod kojih nije odreden spol.

Tablica 9. Rezultati t-testa za ispitivanje razlike u broju metilja prema pojedinoj razvojnoj fazi

izmedu koSuta i jelena

RAZVOJINA FAZA V BROJMETILIA t-vrijednosti p
KOSUTE JELENI

Nezrela cista 3,857143 1,852941 1,032826 0,306375
Zrela cista 10,71429 13,00000 -0,398040 0,692200
Mladi metilj 8,809524 3,911765 1,274675 0,207984
Spolno zreli metilj 22,23810 26,47059 -0,374649 0,709417
Migracija 2,095238 1,970588 0,142728 0,887046
Cista u raspadu 4,238095 2,764706 0,827756 0,411521
Metilj u raspadu 1,380952 0,852941 0,533000 0,596262
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Tablica 10. Rezultati ispitivanja razlika u broju metilja izmedu razlicitih razvojnih faza

(razlic¢iti brojevi ukazuju na statisticki znakovite razlike uz prag p<0,05)

RAZVOJINA BROJ KOEFICIJENT
FAZA METILJA VARIJABILNOSTI

Nezrela cista 2,5° 293
Zrela cista 11,0° 170
Mladi metilj 58P 241
Spolno zreli metilj 22,32 166
Migracija 2,2° 137
Cista u raspadu 5,7P 378
Metilj u raspadu 3,8° 569

Prema rezultatima Kruskal-Wallis testa broj metilja po grlu je statisti¢ki znakovito (%)
najvisi u fazi spolno zrelog metilja (22,3 metilja) u odnosu na ostale razvojne stadije ovog
parazita, a izmedu ostalih razvojnih faza nema razlike (°) u brojnosti. Razlog moze biti i izrazito
visoka varijabilnost u broju metilja po grlu (Tablica 10). Najmanju varijabilnost (CV=137)
pokazuje broj metilja u stadiju migracije, a najvecu, brojnost metilja u raspadanju (CV=569).

Medutim, broj spolno zrelih metilja po grlu ima relativno malu varijabilnost (CV=166).
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Tablica 11. Povezanost broja metilja u odnosu na razliite razvojne faze (crveno obojeni

brojevi ukazuju na statisticki znakovite razlike uz prag p<0,05)

VARIABLE | ot | i | e | M | s | s
Zrela cista - 0,596095 0,994680 0,545788 0,321902 0,063766
Mladi metilj 0,596095 - 0,600997 0,804890 0,309209 0,268109
Zreli metilj 0,994680 0,600997 - 0,542048 0,327253 0,080634
Migracija 0,545788 0,804890 0,542048 - 0,153072 0,051602
Cistauraspadu  0,321902 0,309209 0,327253 0,153072 - 0,572949
Metilj u raspadu  0,063766 0,268109 0,080634 0,051602 0,572949 -

Vecina razvojnih faza pokazuje medusobnu povezanost glede broja metilja, a ta je

povezanost pozitivna. lzuzetak su faza metilja u raspadu koja ne pokazuje povezanost s

razvojnim fazama zrele pseudociste, spolno zrelog metilja i metilja u migraciji te brojnost

pseudocista u raspadanju i metilja u migraciji. Povezanost je najveéa izmedu broja zrelih

pseudocista i broja spolno zrelog metilja (Rs=0,995), a nakon toga izmedu broja mladih metilja

i metilja u migraciji (Rs=0,805). Najmanju ovisnost pokazuje broj mladih metilja i metilja u

raspadanju (Rs=0,268) (Tablica 11).
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Grafikon 9. Broj ostalih parazita u jelenima s podruéja Lipovljana i Gorskog kotara

Invadiranost ostalim parazitima u fascioloidozne divljaci varirala je od negativne pa do
invadiranosti s jednim ili dva druga parazita. Budu¢i da su na crijevne parazite bili pretrazeni
samo uzorci s podruéja Lipovljana i Gorskog kotara provedeno je testiranje izmedu ova dva
podrucja. Fisher-ov egzaktni test je pokazao kako nema razlike u frekvenciji invadiranosti
jelenske divlja¢i medu lokalitetima (p=0,1420), ali i da je ucestalost invadiranih i neinvadiranih

grla medusobno identi¢na (y2=3,78; p=0,055 i McNemar »2=3,68, p=0,052).
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5.2. Geneti¢ka varijabilnost DRB lokusa s osvrtom na invadiranost metiljem
F. magna

Analizirao sam egzon 2 DRB lokusa MHC klase Il kod odabranih 48 jedinki jelena
obi¢noga, od ¢ega u dva uzorka nije uspjelo umnazanje. Uzorke sam odabrao prema
lokalitetima, rezultatima pozitivnih, odnosno negativnih nalaza na fascioloidozu, te kvaliteti
uzorka proc¢iséene DNA. Upotrebljenim pocetnicama umnozen je DNA slijed dugacak 249 pb.
Dobiveni odsjecak obuhvaca dio kodirajuce regije egzona 2, od 12-tog do 260-o0g nukleotidnog
mjesta. U istrazenom uzorku utvrdeno je ukupno 44 DRB alela. Popis pronadenih alela u uzorku
I njihova zastupljenost prikazani su u Grafikonu 10, a prisutnost pojedinih alela po jedinkama
prikazana je u Tablici 12. U tablici je vidljivo da jedinke imaju jedan do Cetiri alela, Sto ukazuje
na postojanje dvaju DRB lokusa kod jelena. Nukleotidni sljedovi pronadenih alela prikazani su
na Slici 14. Cetiri alela otprije su poznata. To su aleli DRB_NS36, DRB_NS38, DRB_ref01 i
DRB_ref02 ¢iji se sljedovi mogu naci u Genskoj banci pod pristupnim brojevima DQ225349,
EUS573266, EU573273 1 EU573271. Ostali aleli pronadeni u ovom istraZivanju, njih 40, su novi
i do sad neutvrdeni kod jelena. Broj polimorfnih nukleotidnih mjesta medu nukleotidnim
sljedovima je 88. Pronadeni aleli translatiraju se u 43 jedinstvena aminokiselinska slijeda. Iste
aminokiselinske produkte imaju aleli DRB_ref05 i DRB_NS47. Aminokiselinski sljedovi u
koje se translatiraju DRB aleli prikazani su na Slici 15. Usporedbom aminokiselinskih nizova
utvrdena su 43 promjenjiva aminokiselinska mjesta. Za alele utvrdene u ovom istraZivanju,
pomoc¢u programa MEGA odredio sam evolucijsku udaljenost. Algoritam za raCunanje
evolucijske udaljenosti odabran je na temelju najnize vrijednosti Bayesovog informacijskog
kriterija. Za naSe podatke odabran je T92+G (Tamura 3-parameter) model nukleotidne
supstitucije. Uz odabrani model, koristena je Bootstrap metoda s 10000 ponavljanja. Srednja
vrijednost evolucijskih udaljenosti medu alelima iznosila je 0.15. Pokazatelji raznolikosti medu

pronadenim alelima prikazani su u Tablici 13.
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Tablica 12. Prisutnost pojedinih alela po jedinkama.

Uzorak
J10_L_CE_lonXpress_030
J10_S_CE_lonXpress_027
J11_L CE_lonXpress_031
J11_S_CE_lonXpress_028
J12_|_CE_lonXpress_032
J13_L_CE_lonXpress_033
J14 | CE_lonXpress_034
J15_L_CE_lonXpress_035
J16_L_CE_lonXpress_036
J17_L_CE_lonXpress_037
J18_L _CE_lonXpress_038
J19_L_CE_lonXpress_039
J1_S_CE_lonXpress_018
J20_L_CE_lonXpress_040
J21_L _CE_lonXpress_041
J23_L_CE_lonXpress_043
J25_L CE_lonXpress_045
127_L_CE_lonXpress_046
128 | CE_lonXpress_015
J29_B_CE_lonXpress_005
J2_S_CE_lonXpress_019
J30_B_CE_lonXpress_006
J31_B_CE_lonXpress_007
J32_B_CE_lonXpress_008
J33_B_CE_lonXpress_009
J34_B_CE_lonXpress_010
J35_B_CE_lonXpress_011
J36_B_CE_lonXpress_012
J37_B_CE_lonXpress_013
J38_B_CE_lonXpress_014
J3_S_CE_lonXpress_020
J40_B_CE_lonXpress_016
J41_B_CE_lonXpress_017
J4_GK_CE_lonXpress_051
14 S_CE_lonXpress_021
J5_GK_CE_lonXpress_052
J5_S_CE_lonXpress_022
J6_GK_CE_lonXpress_001
16_S_CE_lonXpress_023
J7_GK_CE_lonXpress_002
J7_S_CE_lonXpress_024
J8_GK_CE_lonXpress_003
J8_S_CE_lonXpress_025
J9_GK_CE_lonXpress_004
J9_L_CE_lonXpress_029
J9_S_CE_lonXpress_026

Alel 1
ref02
ref05
ref01
NS25
ref06
NS19
ref03
ref06
NS4
ref02
ref02
ref05
ref06
ref01
ref02
ref02
ref02
ref02
NS38
ref05
ref02
ref02
ref03
ref02
ref05
ref03
NS32
NS10
ref03
ref03
refO1
ref05
ref03
NS30
ref05
ref02
NS7
ref02
NS38
ref02
NS7
ref05
ref06
NS27
NS47
ref02

Alel 2
ref01

ref02
ref02
NS41
NS20
NS2

ref03

ref02
refO1
refO1
refO1
ref01
NS39

ref01
NS16

refO1
ref03
NS45
NS36
NS11

NS21
ref02
ref06

NS23
ref06

NS23
NS7

ref03
NS42
NS19

ref03
ref01

Alel 3

ref01
ref06

NS3

N517

NS26
NS34
NS44
ref05

N540

ref05
NS14
NS46
NS7

ref03
ref05

NS7

NS24
N543

NS8

ref06

N532

Alel 4

refO1

NS18

NS35

NS9O

NS7

NS9O
NS15

NS32

NS12

NS9O

NS31

NS33
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Grafikon 10. Popis pronadenih alela u uzorku i njihova zastupljenost
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Tablica 13. Pokazatelji raznolikosti DRB alela pronadenih u istrazenom uzorku jelena.

. Broj . Broj o
Broj ) Model Nukleotidna | =) . Broj varijabilnih
Lokus .. | varijabilnih . - jedinstvenih e
utvrdenih ... | nukleotidne | evolucijska .. oo | aminokiselinskih
nukleotidnih N . aminokiselinskih | .
alela . supstitucije | udaljenost . mjesta
mjesta sljedova
DRB 44 88 T92+G 0.15 43 43
T92 — Tamura 3 parametar model nukleotidne supstitucije, G — parametar gama distribucije
‘IIIIII I“‘ ' llllIllllllllllllllllllllllll
3R 3F 980202282223 82222522323388838388888333F%%5%
2222228582222 §§882ee22333323222222222222222222

Gorski kotar

Nizinska Hrvatska
- negativni

. Nizinska Hrvatska
-pozitivni

Grafikon 11. Frekvencija pojedinih alela na podruc¢ju Gorskoga kotara (zelena boja) i

nizinskoga dijela Hrvatske (negative jedinke — Zuta boja; pozitivne jedinke — crvena boja).
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DEBrefll GAGCAGCACCGEGECAGRGET GGACAGGTACTGCAGACACARCTACGGEGTCGETGAGAGT [240]

DEBreflz ...... B.Gooa, i T 1 TAT.vvuvu [240]
DEBrefld3 ....G.A.G..... CE.T....... Covvnnnn, T TAT....... [240]
DEBreflds ...... ACG..... Covvnnnna i e i s e C.G..T....... [240]
DEBrefle ...... BCG.. .. i i s s s ICT...C... [240]
DEBrefl7 ...... B.G..... e T....... [240]
DRB N502 ...G..AGG..... e T e i e [240]
DEE N303 ...... R s s s TAT.vvuvu [240]
DEE N304 ...... BCG... . i i s s s TAT.vvuvus [240]
DRB N507 ...... AGG..... Covvnnnna i i s s s [240]
DRE NH302 ...... AGG..... L T Y [240]
DEE N30%3 ...... B.Goou, i s s s TAT.vvuvus [240]
DRB N510 ....G.A.G..... CA.T....... i e e s e IT....... [240]
DEE N511 ...... AGG..... R ittt s s s s [240]
DEE N31Z2 ...... AGG..... Y e i i s s [240]
DRB N514 ...... BACG..... Covvnnan i e e s e C.G..T....... [240]
DRE N515 ....G.A.G..... CA.T....... L T TAT....... [240]
DEE N316 ..vvuenns L T TR Y [240]
DRB N517 ...G..AGG............ e [240]
DEE N512 ...... A.G..... Chivvinnann L T TAT....... [240]
DEE N31%3 ...... AGG..... i T 1 Toivuun, [240]
DEE N520 ....G.GCG..... Covvnnnnann N 1 ITT....... [240]
DREE N321 ...... AGG..... T Y [240]
DEE N323 ...... B.Gooa, B T 1 TAT.vvuvu [240]
DEE N324 ...... o i i i s TAT....... [240]
DRE N32& ...... A.G..... Cvina ) 1 T TAT....... [240]
DEE N32T ...G.CG.AR..... C.CR v D it [240]
DEE N330 ......... e it i e s e s s e [240]
DRB N531 ...... A.G..... Covvnnnna i i s s s [240]
DEE N332 ...G..TIG..... B e i i s s [240]
DEE N5333 ...G..TIG.....cvvvvievnts e i i i s e s s [240]
DRB N534 ...... A.G..... s s s TAT....... [240]
DEE N335 ........ Goous i i s s s TAT.vvuvu [240]
DEE N336 ...... BCG... . i i s s s TAT.vvuvus [240]
DRB N538 ...... A.G..... Covvnnnna 1 ITT....... [240]
DRE N353% ...... A.G..... L 3 1 T TAT..... TG [240]
DEE N340 ...... B.Goou, i T 1 ITT.vvuvs [240]
DRB N541 ...... A.G..... Covvnnnna e i e e s e TAT....... [240]
DRE N342 ...... ACG..... i i s s s s ICT...C... [240]
DEE N343 ...... B.Goou, i T ITT.vvuvs [240]
DRB N544 ...... A.G..... s s i s s TAT....... [240]
DEE N345 ...G..AGG.....ovvvvinnen ittt s s s s [240]
DEE N346 ...... B.Goou, i v T i TAT.vvuvus [240]
DRB N547 ...... BCG..... Covvnnnnann i i e s i G..T....... [240]
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DRBrefOl
DEBref02
DRBref03
DRBref0S
DEBrefl6
DEBref07
DRB_N502
DRB N503
DRE N504
DEB_N507
DRB NS08
DRE N50%
DRE N510
DRB N511
DRB N512
DRE N514
DRB_N515
DRB N5lé
DREB N517
DEB N51g
DRB N51%
DRE N520
DRE N521
DRB N523
DRB N524
DRE N52¢&
DRB_NS527
DRB N530
DRE N531
DEB N532
DRB N533
DRB N534
DRE N535
DRB N53¢6
DRB NS538
DRB N53%9
DEB_N540
DRB N541
DRE NS542
DEB M543
DRB N544
DRB N545
DRE N54¢&
DRB_N547

Slika 14. Nukleotidni sljedovi pojedinih alela DRB lokusa. Nukleotidi identi¢ni onima u

TTCACTGIG [249]

prvoj liniji oznaceni su tockom.
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DEBrefll

EHLERECHFFNGTEEMOFLARYFYNGEEYARFDSIVGEFEAVIELGEFDAKYWHSOEETL

DREref02 .Y¥A.S....5...Q.VR..D..... RovuVeusn. Weriennnnnnns Seiininnn DEM
DRBref03 .YH.5....5...Q.VGY.E..I..R...V..... We¥ourinnnns S...Mo.. .. L.
DRBref05 LYA.S....5...Q.VG..D........ FV..o.. L SR V.E.L..... ¥M
DRBref06 LYTTS....5...Q.VG..Du.u.ou.... Veiusn L SR Seiiinnn ¥M
DREref07 ..H.C....5..... V...Q..I. R Vel Wou¥ouunnnnns ST S L.
DRE N502 L.I...... 5...Q.VGY.E.HI..... 3 A Tovrnrnnns EuSuvnnn. L.
DRE_NSO3 .YH.S....5...Q.VG..E..... RuvuVeusn, Wet e nninenernannns L.
DRE_N504 LYTTS....5...Q.VG..Du.ueuen.. Veiuen Wou¥ouunnnnns Seirniinins ¥M
DRE N507 LYTTG....S5...Q.VG..Du.uvuss. Veiusn [0/ S EL...... F.
DRB_N508 LYTTS....5...Q.VG..Du.ueuen.. Veiusn [0/ S EL...... F.
DRE_N509 .¥A.5....5...Q.VR..Du.ueuunn Veiusn Weriennnnnnnn Serrninnn DFM
DRB_N5S10 .YA.5....5...Q.VGY¥.D....cuun.. Veiusn [ S Evuvnnns L.
DRE NS11 .Y¥.S........ Q.VR..H.C.5....TV....uuus Torrnnnnnnns EL...... L.
DRE N512 .¥T.5....5...Q.VG..Duuuuunns. Veiuen [ S EL...... L
DRE N51%4 LYA.S....5...Q.VG..D........ FV..o.. Weu¥ourinnnns V...Lo.... ¥M
DRB N515 .YH.S....5...Q.VGY.E..I...... Veiusn We¥ourinnnns S...Mo.. .. L
3=
DRB NS1T 4 tvuuninnrnaninnnsnaneinrnnnennanses G
DRB_N518 .YH.S....5...Q.VGY.E..I..R...V..... L SR Seiiinnn L
DRE N519 .YH.S.......... VR..D...H....FV..N..W..Y...A..... B.EH........
DRE N520 .YA.S....5...Q.V...Q..I..R......... We ot eeernninaenn e
DRB_N521 LYTTG....S5...Q.VG..D..I...... Veiuen Weu¥ouinnnnnnns EL...... L
DRE N523 .YA.S....5...Q.VR..D..... RuvuVeusn, Weriennnnnnnn Serrninnn DEM
DRE N524 ....5........ 5 M
DRE N526 .YA.S....5...Q.V...ouuns, Buvunnnnns Mot eeaernnnnrnnnnnnans M
DRE N527 .Y¥.S.......... L T - T R EL..... DT
2= o T
DRB NS31 .¥A.5....5...Q.VR..Du.ueunnn Veiuen Wewtennnnnnrnennnnanns DE
DRE N532 .Q..G....5...Q.VRL.Q..I..R..... T P Evuvnnns ¥M
DRB NS33 ...uvvuennnn. 0...L.Q . Tuuuuennnnnn, Mot eeeennnnrananenanns M
DRB N53¢ .YA.S....5...Q.VR..D......... Veiusn We¥ourinnnns Seiininnn DEM
DRB N535 .¥A.S5....5...Q.Veeeiuvurnnnn. Veiusn We e erninan e
DRB_N536 LYTTS....5...Q.VG..D....u.... Veiusn L SR Sevininnn ¥M
DRB N335 .YA.S....5...Q.VEY.D......... Veiusn Wet e ennnaannaanns DFM
DRE_NS39 .Y¥A.S....5...Q.VR..D..... RovuVausn, Weriennnnnnns Serrninnn DEM
DRE N340 .YA.S....5...Q.VR..D....owwns. Veiuen Weriennnnnnnn Serrninnn DEM
DRE N541 .YH.S.......... VR..Duvrnnnnns Veiuen Wou¥ouunnnnns S
DRB_N542 LYTTS....5...Q.VG..Du.uuuuns. Veiuen Wou¥ouunnnnns V.E.L..... ¥M
DRE_N543 .YA.5....5...Q.VEY.D....uwoss Veiusn Weweenennninennnnanss DF
DRE_N544 .YA.S5....5...Q.VR..D..uvuuns Veiusn Weriennnnnnnn Seirninann M
0
DRB N54é .YH.S....5...Q.VGY.E..I..R...V..... W e e iinninnnrnanns L
DRE N547 LYA.S....5...Q.VG..Du.uuus.. FVouuss Wei¥ouunnnnns V.E.L..... ¥M
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DEBref0l EQHRAEVDRYCRHMNYGVGESFTV [83]

DRBrefl2 ..K..... TV. e vnrn. I..... [83]
DRBref03 .RK..N..T...Y....I..... [83]
DEBref0S ..T..... Tevnnns GV..... [83]
DREIef06 «.T.ueernrnnnnnn. LD..A. [83]
DRBref07 . .K..Bueeeenen... Ve.... [83]
DRE NS02 .ER..A.NT...¥.......... =E)
DRE N503 ..K..... T vennnn. ) [83]
DRE NS04 ..Tuuueeennennnn. I...A. [83]
DRE N507 ..R..... 1 =E)
DRE NS08 ..R..... 1 [83]
DRE NS09 ..K..... y I..... [83]
DRE NS10 .RK..N..T........ Fuvun. =E)
DRE NS11 ..R..A..Tuuueeeeeennnn. [83]
DRE NS12 ..R..K..Teuernennnnnnn. [83]
DRE NS514 ..T..... Tevunnn- GV..... =E)
DRE N515 .RK..N..T...Y....I..... [83]
DRE MS16E +uoBuveennnnnnnnnnenen. [83]
DRE N517 .ER....NT.....evevennn. =E)
DRE N518 ..K..K..T...Y¥....I..... 183]
DRE_NS19 ..R..... V. e unn.. Veo... [83]
DRE NS20 .RA..... TV. e vnn.. Fovun. [83]
DRE N521 ..R..A.NT....ccvveen... 183]
DRE _N523 ..K..A..TV....... I..... [83]
DRE N524 ...G....T.eevnen.. I..... [83]
DRE NS26 ..K..... TV. eunn.. ) 183]
DRE_N527 .DE..A..TF..... Revennns [83]
DRE N530 ...G.veuTevernnnnnnnnns [83]
DRE NS31 ..K..... 1 183]
DRE N532 .EL..A..T.ueveereeennn. [83]
DRE NS33 .EL..... o [83]
DRE NS34 . .K.uvuuuuuuennn. ) 183]
DRE NS535 ..Quvevrnnnnnsnns I..... 23]
DRE NS36 ..T.vvveeeeennnn. I..... [83]
DRE NS38 ..K..... TV. eunn.. Fovuns [83]
DRE_NS39 ..K..... V. evnrn. I.M... [83]
DRE NS40 ..K..... V. eunn.. Fuvun. [83]
DRE NS4l ..K..... T vennnn. ) [83]
DRE NS42 . .Tuuvrnnrnnnnnns LD..A. [83]
DRE N543 ..K..... V. eunn.. Fuvun. [83]
DRE NS44 . .K..vuuuununnnn. ) [83]
DRE_NS45 .ER..... y 23]
DRE NS46 ..K..... T...Y....I..... [83]
DRE NS47 ..T..... Tevnnns GV..... [83]

Slika 15. Aminokiselinski sljedovi pojedinih alela DRB lokusa. Aminokiseline identi¢ne

onima u prvoj liniji oznac¢ene su to¢kom.



Usporedbom prisutnosti alela DRB_ref02 i alela DRB_ref05 u nizinskoj i gorskoj
populaciji nije utvrdena statisticki znakovita razlika (DRB_ref05 - 42 s Yatesovom korekcijom
iznosi 0,0025, a p=0,96; DRB_ref02 - 42 s Yatesovom korekcijom iznosi 0,0013, a p=0,97). S
druge strane, usporedbom prisutnosti alela DRB _ref01 koji se javlja isklju¢ivo u nizinskom
podrucju dobivena je statisticki znacajna razlika izmedu uzoraka s podrucja Lipovljana i
Baranje (32 = 4,928, a p=0,026411). Alel DRB ref02 se statisticki znakovito vise pojavljuje u
jelena na podruéju Lipovljana u odnosu na jelene na podruc¢ju Baranje (x2 = 3,931, p=0,0473).
S druge strane, alel DRB ref03 se najceS¢e pojavljuje u jelena u Baranji, i to statisticki
znakovito u odnosu na jelene iz Lipovljana (y2 = 5,1481, p = 0,023272) i Spacéve (x2 =4,5365,

p = 0,033).

S obzirom na ¢injenicu da su aleli DRB _ref01 i DRB ref06 utvrdeni isklju¢ivo u
nizinskoj populaciji jelena, provedena je usporedba navedenih alela s obzirom na invadiranost

metiljem F. magna (Grafikon 12).
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Grafikon 12. Broj spolno zrelih metilja u jelena s odgovaraju¢im DRB ref01 ili DRB_ref06

alelom.
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Tablica 14. Prikaz prosje¢nog broja metilja prema lokaciji i alelima DRB_refO1 i DRB_ref06.

Lipovljani Baranja
65 7
DRB_ref01 64.42 7.58 72
(0.01) (0.04)
3 1
DRB_ref06 3.58 0.42 4
(0.09) (0.80)
68 8 76

Usporedbom nalaza parazitoloske pretrage jetre i prisutnosti pojedinih alela MHC DRB
gena uocena je razlika u invadiranosti jelena ovisno o vrsti alela. Pri tome je razlika izmedu
invadiranosti  jelena s DRB ref0l 1 DRB ref06 alelom statisticki znakovita
(x> = 0,939, df = 1, y?/df = 0,94, p = 0,332) (Tablica 14). Preostali aleli pojavljuju se uglavnom

znatno rjede 1 ne mogu se dovesti u svezu s invazijom metiljem F. magna.
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6. RASPRAVA

Odnos nositelja i parazita je odnos izmedu beskraljeSnjaka (parazit) i nekog drugog
organizma (nositelj), u kojemu parazit zivi na racun nositelja. Ovaj odnos se moze znacajno
razlikovati u ovisnosti o vrsti parazita, prilagodbi nositelja na parazita i obrnuto, te naravno o
obrambenim sposobnostima nositelja. Proucavanje takvoga odnosa zahtijeva sveobuhvatnost,
a sukladno tome u novije se vrijeme sve viSe zagovara kombinirani pristup ukljucujuéi
istodobno i vremensku i prostornu komponentu (KOSKELLA, 2014.; PENCZYKOWSKI i
sur., 2016.). Prema PENCZYKOWSKI i sur. (2016.) op¢i je stav da su ekspresija otpornosti
nositelja ili pak s druge strane invazivnosti parazita daleko od stabilnih svojstava koje zagovara
veéina epidemioloSkih modela. Nasuprot tome, ove osobitosti su rezultat varijacija Zivih i
nezivih ¢imbenika. Upravo je iz toga razloga odnos parazit-nositelj, a ovdje u primjeru invazije
metiljem Fascioloides magna na podru¢ju Europe, iznimno zanimljiv. Naime, kako je vec¢
reCeno u poglavlju Pregled dosadasnjih spoznaja, u Europi metilj F. magna predstavlja
nezavicajnu vrstu metilja (za pregled vidi KRALOVA-HROMADOVA i sur., 2016.). Drugim
rijeima, unosom nezavicajnih vrsta jelena na podrucje Europe ljudi su unesli i metilja koji je
posljedicno doSao u kontakt s ¢itavim spektrom naivnih potencijalnih nositelja, §to je pruzilo
moguénost promatranja razvoja novih asocijacija parazit-nositelj. S druge strane, danas na
primjeru Republike Hrvatske imamo podrucja na kojima veliki americki metilj 1 sva tri tipa
nositelja koegzistiraju tijekom razdoblja od oko 20 godina, ali i podru¢ja na kojima metilj
nikada nije bio prisutan tijekom povijesti. Upravo iz navedenih cinjenica fascioloidoza
predstavlja ne tako Cest primjer gdje mozemo proucavati razvoj odnosa parazita i nositelja na
primjeru velikih, slobodnozivuéih Zivotinja. U suprotnom stanju odnosa istraziva¢i kombiniraju
istrazivanja s koevolucijom u pokusnim uvjetima (npr. EIZAGUIRRE 1 sur., 2012.), koja
uglavnom ne obuhvaca sve sloZzene interakcije koje se dogadaju u prirodnom okolisu, a mogu

imati utjecaja i na odnos nositelj-parazit.
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Istrazujuéi invadiranost jelena obi¢noga velikim americkim metiljem u ovome su doktoratu
potvrdeni nalazi SIMUNOVICA (2017.) za podrudje drzavnog otvorenog lovista br. XIV/9
"PODUNAVLJE-PODRAVLJE" i KONJEVIC i sur. (2018.) za podru¢je drzavnog otvorenog
loviita br. XIV/11 "SPACVA", koji su utvrdili kako nema razlika u invaziji velikim ameri¢kim
metiljem medu spolovima, ali da je prevalencija pozitivnih grla statisticki znakovita s porastom
dobi jelena. Ovdje treba svakako istaknuti kako je porast prevalencije s dobi razumljiv s
obzirom da dulji zivot jedinke povecava i rizik kontakta s metacerkarijama metilja pa svake
sljede¢e godine postoji nova moguénost invazije. Ukoliko se tome doda da je Zivotni vijek
metilja unutar pseudociste oko 5 godina, sasvim je razumljiva pozitivna veza izmedu
spomenutih varijabli. Nasuprot tome neovisnost prevalencije u odnosu na spol jelena je donekle
neocekivana. Naime, izrazena sklonost poglavito horizontalnim, ali i vertikalnim migracijama
jelenske divljaci je takoder u dosadasnjim istrazivanjima ocijenjena kao jedan od rizi¢nih
¢imbenika u Sirenju fascioloidoze s obzirom da jeleni Cesto tijekom migracija dolaze u podrucja
s viSom prevalencijom pozitivnih grla kao sto je primjerice slu¢aj migracije kroz nacionalne
parkove i parkove prirode ili dolazak iz susjednih zemalja u kojima se ne provode mjere
kontrole bolesti. Sukladno tome, bilo je za ocekivati da ¢e izrazenije sklonosti migracijama
muzjaka, u odnosu na zenke (KLEVELAND, 2007.) rezultirati mogu¢om jacom invadiranosc¢u
muzjaka, ali to nije potvrdeno statistickim analizama. Pored navedenoga, u prethodnim
istrazivanjima na podru¢ju Republike Hrvatske nije utvrdena niti razlika u ovisnosti o lokaciji
prikupljanja uzoraka (SIMUNOVIC, 2017.; KONJEVIC i sur., 2018.). Navedeno se pripisuje
izrazito pogodnim okoli$nim ¢imbenicima koji podrzavaju razvojni ciklus 1 odrzavanje velikog

americkog metilja u ve¢em dijelu nizinskih staniSta u Republici Hrvatsko;j.

U ovom istrazivanju identificirana su 44 DRB alela duljine 240 parova baza. Od njih, Cetiri
alela otprije su poznata i zavedena su u Genskoj banci pod pristupnim brojevima DQ225349,

EU573266, EU573273 1 EU573271. U ovom istrazivanju ovi aleli SU privremeno oznaceni kao
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DRB_NS36, DRB_NS38, DRB_ref01 i DRB_ref02. Preostalih 40 alela utvrdenih u ovom
istrazivanju predstavljaju nove i u Gensku banku do sada ne uvedene alele jelena obi¢noga.
Navedeni broj alela sukladan je istrazivanju BUCZEK i sur. (2016.) koji su na 177 uzoraka
jelena obicnoga utvrdili 46 razlicitih alela. Razlika je u ¢injenici da su navedeni autori utvrdili
maksimum od sedam alela kod jedne jedinke te iz toga zakljucili da uzorkovani jeleni imaju
barem Cetiri lokusa MHC DRB gena. U nasem istrazivanju je utvrdeno maksimalno 4 alela po
jedinci, iz Cega se moze zakljuciti kako jeleni iz ovoga uzorka imaju 2 lokusa MHC DRB gena.
Ovdje takoder treba napomenuti kako su i druga istrazivanja na jelenu obi¢nom takoder utvrdila
visoku varijabilnost MHC DRB gena uz tvrdnju o dva lokusa (SWARBRICK i sur., 1995.;
MIKKO i sur., 1999.). Pri tome su SWARBRICK i sur. (1995.) utvrdili 49 razlic¢itih alela u
istrazivanju koje je obuhvatilo 50 jelena obi¢nih. 1z navedenoga je razvidno kako je rije¢ o
MHC genima visoke varijabilnosti, $to ujedno upucuje na vitalnu populaciju s dobrim
potencijalom obrane od razli¢itih patogena. Pored toga, razlicita istrazivanja na skandinavskim
populacijama jelena su pokazala i kako je heterozigotnost veca u jelena obi¢noga u odnosu na
srnu obi¢nu, losa (Alces alces) ili soba (Rangifer tarandus) (BACCUS i sur., 1983.). S obzirom
da su u ovom istrazivanju prikupljeni uzorci jelena iz nizinskoga (Slavonija, Baranja i
Moslavina) 1 gorskoga stanista (Gorski kotar), isti su razmatrani zasebno. Pri tome je vidljivo
da je u jelena iz Gorskoga kotara (n=6) utvrdeno 9 razli¢itih alela. Ono §to je posebno
zanimljivo jest da su svega 3 od navedenih 9 alela zajednicki s jelenskim populacijama iz
nizinske Hrvatske (DRB_ref02, DRB_ref05, DRB_NS7). Navedeni je podatak zanimljiv iz dva
razloga. Prvi razlog je prisutnost/odsutnost parazita, s obzirom da se raznolikost alela jednim
dijelom dovodi u svezu s takozvanom balansiraju¢om selekcijom uvjetovanom prisutnoscéu
razli¢itih patogena. Naime, iz koproloskih nalaza razvidno je kako je parazitofauna jelena
obi¢noga na podru¢ju Gorskoga kotara razmjerno siromasna (pripadnici porodice Strongylidae,

Protostrongylidae i roda Capillaria). Pored toga za ovaj su doktorat dodatno odabrani jeleni s
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negativnim koproloSkim nalazom. Ipak, kako se spomenuti paraziti nalaze uobicajeno u
jelenskim populacijama razlicitih stanista u Hrvatskoj te se trenutno negativan koproloski nalaz
ne moze uzeti kao mjerodavan kod prosudbe utjecaja parazita na MHC gene valja dakle
istaknuti da pojedinacni negativan nalaz nema utjecaj na nalaz sekvenciranja. Sukladno tome,
drugi razlog se €ini vjerojatnijim objasnjenjem navedenih razlika. Naime, prema morfoloSkim
razlikama izmedu jelena Gorskog kotara i nizinske Hrvatske, koje se ocituju poglavito u
tjelesnoj masi te veliini i rasponu rogovlja (JANICKI i sur., 2007.), a posebice prema
odredenim preliminarnim genetskim istrazivanjima, sve je ¢eS¢a tvrdnja da su jeleni u
Hrvatskoj grupirani u dva podtipa, zapadni (dinarski) i isto¢ni (panonski). Drugim rije¢ima,
nalaz svega tri zajednicka alela izmedu ove dvije istrazivane skupine mogao bi se objasniti
pripadnos$cu razli¢itim subpopulacijama. Pojasnjenje za navedenu tvrdnju nalazimo primjerice
u istrazivanjima provedenim na europskom i americkom losu, gdje su MIKKO i ANDERSSON
(1995.) utvrdili svega jedan zajednicki alel medu ovim podvrstama losa koje obitavaju na dva
razli¢ita kontinenta. Sli¢no su utvrdili VAN DER WALT i sur. (2001.) na primjeru bontebok
(Damaliscus pygargus pygargus) i blesbok antilope (Damaliscus pygargus phillipsi), kao i
SCHASCHL i sur. (2005.) na primjeru pirenejske (Rupicapra rupicapra pyrenaica) i alpske
divokoze (Rupicapra rupicapra rupicapra). U oba je istrazivanja utvrdena podudarnost u svega
2 alela, §to su autori pripisali zajedni¢kim pretcima, ili pak moguc¢im kriZzanjima uslijed
prirodnih migracija ili pak unosa od strane ljudi. U nasem slucaju je vrlo vjerojatno rije¢ o oba
mehanizma, s obzirom da su poznate ne samo prirodne migracije jelena, ve¢ 1 kupovina i
premjestanje jelena iz razli¢itih podrucja u selekcijsko-uzgojne svrhe. Usporedbom prisutnosti
najcesS¢ih alela u obje populacije hi-kvadrat testom nije utvrdena statisticka znakovitost.
Nasuprot tome, utvrdena je raznolikost medu nizinskim populacijama. Tako je primjerice
utvdena statisticki znakovita razlika u prisutnosti DRB_ref01 i DRB_ref02 alela koji su znatno

¢eSc¢e utvrdeni u jelena s podrucja Lipovljana u odnosu na jelena s podruc¢ja Baranje. S druge
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strane, baranjski jeleni imaju statisticki znakovito visu frekvenciju alela DRB ref03 u odnosu
na jelene s podru¢ja Lipovljana i Spacvanskog bazena. Iako su dosadasnja istrazivanja u
nekoliko navrata potvrdila kako niska geneticka raznolikost i raznolikost MHC gena nisu uvijek
u korelaciji (HEDRICK i sur., 2000.; SOMMER, 2003.; AGUILAR i sur., 2004.; RADWAN i
sur., 2007.), postoji vrlo velika vjerojatnost kako je rije¢ o genetski raznolikoj populaciji jelena

obi¢noga.

Istrazivanja usmjerena na povezanost alela MHC gena s parazitskim invazijama su sve
¢esc¢a u posljednje vrijeme (DITCHKOFF i sur., 2005.; STEAR i sur., 2007.; RADWAN i sur.,
2010.; AXTNER i SOMMER, 2011.; ZHANG i sur., 2015.). Pri tome se odnos izmedu alela i
parazitskih invazija 1 dalje pretezito tumaci kroz dvije pretpostavke, jedne o utjecaju
heterozigotnosti i druge o postojanju specifi¢nih alela (DOHERTY i ZINKERNAGEL, 1975.;
TAKAHATA i NEI, 1990.). lako su ove pretpostavke postavljene razmjerno davno,
znanstvenici i danas raspravljaju o tome koja je od njih ispravnija (SOMMER, 2005.;
PIERTNEY i OLIVER, 2006.). Unato¢ svemu, u posljednje vrijeme sve ¢e$ce se javlja i teza
kako se navedene dvije pretpostavke medusobno ne iskljucuju, ve¢ nadopunjuju te se ista ¢ini
znatno prihvatljivijom. Naime, do sada se niti jedna od njih nije u potpunosti pokazala
samodostatnom. S druge strane je takoder potreban oprez u tumacenju utvrdenih varijacija alela.
Naime, imunosni sustav je ograni¢enih sposobnosti kada je rije¢ o uklanjanju velikog
ameri¢koga metilja iz organizma. Prema tome tesko je i govoriti o otpornosti na ovu bolest,
iako su dosadasnja istrazivanja dokazala pokretanje humoralnog imunosnog odgovora kod
jelena i koza invadiranih prirodno, odnosno eksperimentalno metacerkarijama ovoga metilja
(NOVOBILSKY i sur., 2007.b; SEVERIN, 2009.; SEVERIN i sur., 2015.). Dodatan problem
u promatranju utjecaja MHC gena na otpornost prema invaziji velikim ameri¢kim metiljem u
divljih jelena ¢ini provedba programa lijecenja, tako da je teSko razluciti ucinak lijeka kroz

smanjenje broja jajaSaca i manji pritisak u okolisu od u¢inka imunosnog sustava. Shodno tome,

81



puno je prihvatljivije govoriti 0 promjenama u organizmu usmjerenima na borbu s novom
parazitskom vrstom. Pored navedenoga vrlo se Cesto postavlja pitanje koliko je vremena
potrebno da se pocnu javljati odredene vidljive promjene u organizmu. Uvid u potencijal
promjene MHC gena daju novija istrazivanja na primjeru koljuske (Gasterosteus aculeatus),
gdje je utvrden porast frekvencije alela odgovornih za otpornost na invaziju obli¢ima vrste
Camallanus lacustris i Anguillicola crassus (EIZAGUIRRE i sur., 2012.). Ono $to je jo$
impresivnije jest da se ovaj porast frekvencije primijetio ve¢ u drugoj generaciji nositelja.
Sukladno takvim opazanjima nije nerealno niti ocekivati odredene promjene na MHC genima
jelena koji su u suzivotu s ovim parazitom ve¢ gotovo dva desetljeca. U skladu s time u ovom
istrazivanju utvrdena je pojava DRB ref01 i DRB_ref06 alela iskljucivo u jelena s nizinskih
staniSta. Pri tome je DRB refO1 alel utvrden iskljuc¢ivo kod grla pozitivnih na fascioloidozu. S
druge strane DRB_ref06 alel je utvrden i kod grla koja su bila negativna, a odnos ova dva alela
prema stupnju invazije je statisticki znakovit. Takoder je zanimljiva i ¢injenica da je DRB_ref06
alel utvrden u jelena sa slabijom invazijom velikim ameri¢ckim metiljem, kako je i razvidno iz
Grafikona 12, i to neovisno o lokacijama $to je dosta vazno s obzirom da je prevalencija
pozitivnih grla viSa na podru¢ju Lipovljana. Jo§ jedna znacajna Cinjenica je i to da je alel
DRB_ref06 novi alel, koji nije do sada opisan kod jelena obi¢noga. Ovakav trend daje naslutiti
kako su oba alela, i DRB ref01 i DRB ref06 povezana s invazijom velikim americkim
metiljem, ali i da potencijalno postoji zaStitni ucinak alela DRB_ref06. Ovdje navodim
potencijalno, s obzirom da je potrebno provesti i dodatna istrazivanja S poveéanjem broja
uzoraka te uklju¢ivanjem jelena obi¢nih s nizinskih podru¢ja na kojima nije formirano zariSte
fascioloidoze. Takoder treba imati na umu da postoji mogucnost i da su pojedini aleli odgovorni
za odnos prema vise vrsta srodnih parazita tako da povezivanje s jednim parazitom nije sasvim
jednostavno (DITCHKOFF 1 sur., 2005.). Ipak, u nasem je slucaju ovakva situacija puno

vjerojatnija u slucaju invazije velikim jetrenim metiljem (Fasciola hepatica), ali isti nije
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utvrden veé dulje vrijeme u jelena na navedenom podrudju (KONJEVIC i sur., 2011.). Pored
toga, s obzirom da je veliki americ¢ki metilj zasigurno najpatogeniji parazit jelena obi¢noga u
Republici Hrvatskoj, za oCekivati je da je i selekcijski pritisak na MHC gene visi kod invazije
ovim metiljem negoli drugim parazitima. Na primjeru bjelorepog jelena DITCHKOFF i sur.
(2005.) su utvrdili povezanost specificnog alela na DRB lokusu s otpornos$¢u na invaziju ekto-
ili endoparazitima. S druge strane, na primjeru jelena obi¢nog u Spanjolskoj (Cervus elaphus
hispanicus) utvrdeno je da postoji veliki funkcionalni zna¢aj MHC gena klase 1l (lokus DRB
2) kod obrane od parazitskih oboljenja (FERNANDEZ-DE-MERA i sur., 2009.). Konacno,
odnos parazita, razvoja rogovlja i MHC gena u jelena obi¢noga proucavali su BUCZEK i sur.

(2016.).

Naposljetku moguée je zakljuciti kako je varijabilnost MHC DRB lokusa jelena
obi¢noga na podru¢ju Republike Hrvatske visoka i u skladu s istrazivanjima na drugim
populacijama jelena obi¢noga. Takoder je razvidno kako u Hrvatskoj postoje dvije
subpopulacije jelena obi¢noga, zapadna ili dinarska i isto¢na ili panonska, koje dijele zajednicka
tri alela. S obzirom da su MHC geni najraznolikiji geni kraljeSnjaka i da posjeduju veliku
Sposobnost promjene u razmjerno kratkom vremenskom roku, postoji moguénost da su aleli
DRB_ref01 i DRB_ref06 povezani s invazijom metiljem Fascioloides magna te sugeriraju na

moguce genske prilagodbe jelena obi¢noga novoj vrsti parazita.

83



7. ZAKLJUCCI

>

istrazivanjem je utvrdena visoka raznolikost MHC DRB lokusa kod jelena obi¢noga,
utvrdena su 44 alela, od ¢ega su 4 alela otprije poznata i uvedena u Gensku bazu
potvrdeno je postojanje dvije subpopulacije jelena obi¢noga, zapadna ili dinarska 1
istoCna ili panonska koje medusobno dijele tri zajednicka alela

potvrdene su statisticki znakovite razlike u prisutnosti pojedinih alela izmedu
populacija s podruc¢ja Lipovljana u odnosu na podrucje Baranje, te Baranje u odnosu
na podrucje Lipovljana i Spac¢vanskog bazena

utvrdena je prisutnost DRB_ref01 alela isklju¢ivo kod grla pozitivnih na fascioloidozu
utvrden je statisticki znakovito nizi stupanj invazije velikim americkim metiljem kod
jedinki koje imaju alel DRB_ref06 u odnosu na one s alelom DRB_ref01

visoka raznolikost MHC DRB gena ukazuje na vitalnu populaciju jelena obi¢noga u
Republici Hrvatskoj, a odnos alela DRB_refO1 i DRB_ref06 potencijalno na razvoj

odnosa nositelj-parazit u slu¢aju fascioloidoze jelena obi¢noga
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