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1. UvOD

Ekoloski sustavi temelje se na vezi izmedu staniSta i organizama (biocenoze) koji na
tom staniStu zZive, medusobno povezanih direktnim i indirektnim interakcijama. Meduodnosi
organizama temelje se na raspodijeli niSa, trofickih razina te njihovom preklapanju kao i
kruzenju tvari i energije. Ravnoteza u ekoloskom sustavu moze biti poremecena na vise nacina,
od promjena u abiotickim ¢imbenicima do nestajanja ili pojave novih organizama, a sve to ima
utjecaj na biolosku raznolikost nekog podrucja (Chapin et al., 2000). Unos novih vrsta u
ekosustave moze biti posljedica ekstremnih vremenskih uvjeta, slucajnih unosa od strane drugih
organizama ili pak slucajnog odnosno namjernog djelovanja ¢ovjeka. Bolesti, losi ekoloski
uvjeti, kompeticija, fragmentacija stanista ili odredena antropogena djelovanja (oneciS¢enje)

mogu dovesti do privremenog ili trajnog nestanka vrsta.

Veliku ulogu u bioraznolikosti i ravnoteZi sustava imaju tzv. klju¢ne vrste. Pojam prvi puta
spomenut i objasnjen u Paine (1969), odnosi se na vrste koje, disproporcionalno svojoj
brojnosti, imaju zna¢ajan utjecaj na ravnotezu i brojnost ostalih vrsta u ekosustavu (Power,
1996). U slatkovodnim ekosustavima, kao primjer se mogu navesti rijecni rakovi. Rije¢ni
rakovi (eng. Freshwater crayfish) obuhvacaju preko 640 slatkovodnih vrsta natporodice
Astacoidea (sjeverna hemisfera) i Parastacoidea (juzna hemisfera) svrstanih u red Decapoda.
Tipovi staniSta rijeCnih rakova variraju; od rupa koje buSe u supstratu i u kojima mogu provesti
dio ili ¢ak cijeli zivotni vijek, preko otvorenih prostora u rijekama, potocima i jezerima, do
Spilja (Crandall i Buhay, 2008). Uz prehranu koja se sastoji od malih mekusaca, ostalih rakova
1 licinki kukaca (Jernelov, 2017), treba naglasiti 1 njihovu herbivornost kojom kontroliraju
brojnost primarnih proizvodaca (Nystrom i Strand, 1996). Pretjerano bujanje fitoplanktona i
makrofita dovodi do ogromnih stopa primarne proizvodnje koje u konac¢nici dovode do
eutrofikacije sustava te za sobom povlace hipoksiju vode i1 izumiranje organizama na tom

podrudju.

U posljednja dva stoljeca doslo je do drasticnog smanjenja brojnosti autohtonih vrsta rijecnih
rakova na podru¢ju Europe kao rezultat pogorsanih okoli$nih uvjeta uzrokovanih gubitkom
staniSta 1 oneciS¢enjem, te unosom alohtonih vrsta rakova 1 izbijanjem epidemija bolesti
(Holdich et al., 2009). Najgori i najistrazeniji primjer bolesti koja je pogodila populacije rije¢nih
rakova u ¢itavoj Europi i izazvala masovne pomore je svakako rac¢ja kuga koju uzrokuje patogen
Aphanomyces astaci Schikora (Alderman, 1996; Unestam, 1972). Ova dogadanja su dovela do

toga da se broj populacija Cak tri, od pet autohtonih europskih vrsta rijecnih rakova, - Astacus



astacus (L.) (rije¢ni rak), Austropotamobius pallipes (Lereboullet) (bjelonogi rak) i
Austropotamobius torrentium (Schrank) (poto¢ni rak) — toliko prorijedio da su ove vrste
uvedene na crveni popis ugrozenih vrsta [IUCN-an (Edsman et al., 2010), kao i na Direktivu o
zastiti prirodnih staniSta i divlje faune i flore (Europska komisija, 1992). U Hrvatskoj su

zasticene Zakonom o zastiti prirode (NN 80/13) i Pravilnikom o strogo zasticenim vrstama (NN

144/ 13).

2. OPCENITO O VRSTI APHANOMYCES ASTACI

Aphanomyces astaci spada u razred Oomyceta (algasice). Dugo se nije znalo to¢no
podrijetlo i klasifikacija ovog razreda, no sekvenciranjem i analizom gena za proteine alfa
tubulina, beta tubulina, aktina i faktora I-alfa paralelno s rezultatima analize male ribosomske
podjedinice razrijesile su se mnoge dileme vezane uz filogeniju eukariota na razini carstva
(Baldauf et al., 2000). Tako se prvotno misljenje da razred Oomyceta pripada u carstvo gljiva
pokazalo neto¢nim te su svrstane u tzv. 'supercatsrvo' Chromalveolata (Baldauf et al., 2000).
Smatra se da svoje monofiletsko podrijetlo vuku iz morskih organizama koje najve¢im dijelom
karakteriziraju holokarpija® i gotovo isklju¢ivi parazitizam. Parazitizam je kao svojstvo vrlo

konzervirano i javlja se u velikom broju recentnih redova (Beakes et al., 2012).

Cak 60% poznatih vrsta ovog razreda pripada ekonomski bitnim biljnim parazitima (Thines i
Kamoun, 2010) uzrokujué¢i probleme kao §to su npr. truljenje sjemena i korijena soje te
pepelnica vinove loze (Rezinciuc et al., 2015). Najveci broj animalnih parazita napada Zivotinje
vezane za vodu kao $to su ribe (Van Den Berg et al., 2013), vodozemci (Blaustein et al., 1994),
te kukei €iji zivotni ciklus ukljucuje blizinu vode (npr. komarci) (Cerenius 1 Soderhéll, 1985).

Iako rijetko, zabiljezena je 1 vrsta koja uzrokuje bolesti na sisavcima (Mendoza, 2009).

Rod Aphanomyces obuhvaca neke od najstetnijih parazita kako na biljkama tako i Zivotinjama
(slika 1). Medu najopasnijim animalnim patogenima su vrsta A. astaci koja uzrokuje ra¢ju kugu
i uvrStena je u 100 najinvazivnijih vrsta (Lowe et al., 2004), te Aphanomyces invadans
(Willoughby et al. 1995) odgovorna za neke od najgorih zaraza u slatkovodnim i estuarijskim
ribljim populacijama uzrokujuc¢i epizootski ulcerativni sindrom (Lilley et al., 1998). Uz

navedene biljne i animalne patogene linije, unutar roda postoji i saprofitska linija.

! proces stvaranja rasplodnih stanica iz cijelog talusa prilikom spolnog sazrijevanja
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Slika 1. Filogram vrsta roda Aphanomyces. Prikazan je odnos izmedu parazitskih i saprofitskih
linija te njihova podjela prema domacinima prema Diéguez-Uribeondo et al. (2009). Slika

preuzeta iz Rezinciuc et al., 2015.

3. ZIVOTNI CIKLUS

U rodu Aphanomyces zabiljezeno je i spolno i nespolno razmnozavanje. Spolno
razmnoZavanje se javlja tijekom nepovoljnih uvjeta kako bi se osigurala geneticka varijabilnost.
Tijekom spolne faze nastaju oospore koje mogu posluziti kao ucinkovita ‘faza mirovanja’
tijekom nepovoljnih uvjeta. Kao takve, pozeljne su kod biljnih patogena koji se moraju nositi s
ekstremnim uvjetima u tlu kao $to su temperaturne oscilacije, iznimna vlaga 1 suSa, troSenje
supstrata i sl. Suprotno tome, u animalnih parazita, spolno razmnozavanje je vrlo rijetko do

nezabiljezeno (Diéguez-Uribeondo et al., 2009).



Vrsta A. astaci je obligatni animalni parazit (Viljamaa-Dirks, 2016) i ima zabiljeZenu samo
nespolnu fazu (Huang et al., 1994). Razlog tome prema Rezinciuc et al. (2015) moze biti to §to
je u Europi zabiljezen samo jedan od dva reproduktivna tipa potrebnih za spolno

razmnozavanje, iako se dugo vjerovalo da ova vrsta ne posjeduje spolne strukture (Cerenius i

Soderhill, 1984).

Najbitniji trenutak nespolnog ciklusa je nastanak sekundarnih zoospora koje imaju ulogu
infektivnih Cestica u prenosenju zaraze (slika 3.). Proces pocinje razvojem sporangija unutar
hife s nizom primarnih zoospora s dva bi¢a. Nakupljanjem spora na vrhu hife dolazi do stvaranja
primarnih cisti iz kojih ¢e se nakon nekog vremena razviti sekundarne biflagelatne zoospore.
Kao takve, ovakve spore nemaju dug zivotni vijek i u stanju su prezivjeti u vodi do tjedan dana
(Oidtmann, 2012). Njihovo kretanje je potaknuto kemotaksijom sa ciljem pronalaska
adekvatnog domacina. Ukoliko do toga dode, inducira se stvaranje ciste koja prianja na kutikulu
domacina. Ubrzo nakon toga, cista pocinje klijati, probijajuci kutikulu i meko tkivo jedinke
koja, kao posljedica rasta micelija u tijelu, ugiba u roku od nekoliko dana. Micelij u zarazenoj
jedinki zapocinje novi ciklus razvojem novih primarnih zoospora. Kao jos jedna prilagodba na
parazitski nacin Zivota, javlja se i tzv. RZE (Repeated zoospore emergence) ciklus (Rezinciuc
etal., 2015). Ova pojava se temelji na mogucnosti sekundarnih cisti da iznova stvore zoospore
ukoliko je stvaranje ciste inducirano nespecificnim podrazajem kao §to je slu¢ajna promjena u
ionskom naboju ili pH okoline. Ovim procesom se mogu inducirati i do tri uzastopne generacije
zoospora (Cerenius 1 Soderhéll, 1984; Diéguez-Uribeondo et al., 2009). Toc¢an odnos ciste 1
domacina jo$ nije dovoljno istrazen i to¢an mehanizam prepoznavanja domacina nije poznat

(Rezinciuc et al., 2015).
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Slika 3. Zivotni ciklus Aphanomyces astaci s razlikama izmedu toka zaraze u autohtonih

europskih (desno) i alohtonih sjevernoamerickih (lijevo) vrsta rije¢nih rakova (preuzeto iz

Rezinciuc et al., 2015)

4. DOMACINI
Iako se moze reci da je vrsta A. astaci relativno usko specijaliziran parazit (Rezinciuc et
al., 2015) i1 dalje se otkrivaju novi moguc¢i domacini. Najces¢e se radi o vrstama koje ne
pokazuju teze znakove zaraze ili sluze kao vektori Sirenja. Upravo takve asimptomatske
domacine je teSko identificirati (Oidtmann, 2012). Najvecu podleZnost najgorem ishodu zaraze
pokazale su europske autohtone vrste rije¢nih rakova kao §to su A. astacus i A. pallipes (tablica
1.) budu¢i da jedinke ugibaju vrlo brzo nakon infekcije (Cerenius et al., 2003). Suprotno tome,

sve dosada testirane sjevernoamericke vrste pokazuju nisku podloznost obolijevanju uslijed

kontakta s patogenim zoosporama pri normalnim uvjetima.



Tablica 1. Vrste rije¢nih rakova i rezultati testova na podloZznost zarazi patogenom A. astaci.
Jedinke koje su opisane kao visoko podlozne najceS¢e ugibaju uslijed izlaganja patogenu

suprotno onima niske podloznosti. Kontinent podrijetla odreden je prema Holdich et al. (2006)

VRSTA PORIJEKLO PODLOZNOST ZARAZI | NAVOD

Cambarus acuminatus Faxon Sjeverna Amerika Niska 4
Cambarus batoni (Fabricius) Sjeverna Amerika Niska 4
Cambarus logulus Girard Sjeverna Amerika Niska 4
Faxonella clypeata (Hay) Sjeverna Amerika Niska 4
Orconectes limosus (Rafinesque) Sjeverna Amerika Niska 4
Orconectes virilis (Hagen) Sjeverna Amerika Niska 4
Orconectes propinquus Girard Sjeverna Amerika Niska 4
Pacifastacus leniusculus (Dana) Sjeverna Amerika Niska 3,4
Procambarus clarkii Girard Sjeverna Amerika Niska 4
Astacus astacus (L.) Europa Visoka 2,4
éif:?fs%ﬁill tez PiEeEeEivE Europa Visoka 1
Austropotamobius pallipes .

(Lerebgullet) patiip Europa Visoka 1
,(Asucs;:grﬁ)lc();amoblus torrentium Europa Visoka 5

Navodi 1: Alderman et al. (1987), 2: Dié¢guez -Uribeondo i S6derhall (1993), 3: Persson i Soderhill
(1983), 4: Unestam (1969), 5: Vorburger i Ribi (1999)

Rezistentnost sjevernoamerickih vrsta je posljedica paralelne evolucije patogena A. astaci i
sjevernoamerickih rodova rijecnih rakova (Unestam, 1972). Dugogodis$nji suzivot ovih dvaju
organizama rezultirao je opstankom jedinki koje su razvile mehanizme suzbijanja zaraze na
nacin da se sprijeci prodiranje hifi kroz egzoskelet (slika 2.). Tijekom klijanja, hife luce enzime
koje pospjesuju penetraciju kroz kutikulu 1 unos nutrijenata dobivenih iz razgradenog
materijala. Sastav izuCenih enzima mijenja se prema fazi penetracije (Cerenius et al., 2009).
Prate¢i strukturu kutikule rakova, prvi sloj (epikutikula) se sastoji od tankog sloja lipida ispod
kojih se nalazi prokutikula. Kalcificirana prokutikula u svom sastavu ima mrezu hitinsko-
proteinskih vlakana razli€itih orijentacija (Nagasawa, 2012). Shodno tome, u pocetku hife u
vecinskom udjelu lu¢e odgovarajuce lipaze 1 proteinaze, a kako se pribliZavaju prokutikuli (¢ij1
je sastava sli¢an prethodnom sloju, ali vece stope kalcifikacije 1 udjela hitina) povecava se 1

lucenje hitinaze (Andersson i Cerenius, 2002). Za vrijeme rasta duboko u tkivu jedinke, hife

luce 1 enzim slican tripsinu takoder pronaden u hemolimfi zarazenih jedinki (Bangyeekhun et

al. 2001).



Mehanizam obrane koje su razvile sjevernoamericke vrste rakova temelji se na konstitutivnoj
sintezi proenzima profenoloksidaze (proPO) u hemolimfi jedinke. Treba naglasiti da se ne radi
o otpornosti na zarazu ve¢ efikasnom nacinu ogranicavanja njezinog Sirenja. Ve¢ u ranim
fazama zaraze, proPO se aktivira pri cemu nastaje feniloksidaza (PO), enzim koji sudjeluje u
biosintezi slojeva melanina. Za razliku od hemocijanina koji se sintetizira u hepatopankreasu,
proPO stvaraju hemociti (slika 2.) (S6derhill i Cerenius, 1998).

Slika 2. Hemociti zarazenog rije¢nog raka koji okruzuju hife Aphanomyces astaci (in vitro) 30
sec (1a), 10 min (1b), i 60 min (1c) nakon dodavanja svjezeg uzorka hemolimfe na uzorak

patogena (preuzeto iz Unestam i Nylund, 1972).

Melanin kao takav ima inhibiraju¢i u¢inak na patogene mikroorganizme i, nakupljajuci se na
mjestu zaraze, sprje¢ava njihovo daljnje Sirenje po organizmu (Soderhill i Cerenius, 1998).
Ovakav imunoloski odgovor se ocituje kao vidljive tamne pjege (melanizirane tocke) na

kutikuli rakova na mjestu prodora patogena (Slika 4) (Jernelov, 2017).



Slika 4. Tamna, melanizirana pjega na distalnom segmentu kutikule s abdominalnog dijela
rije¢nog raka (A. astacus) iz jezera Taulajarvi kao pokazatelj zaraze patogenom A. astaci

(preuzeto iz Viljamaa-Dirks, 2016).

Usprkos efikasnosti ovakvog nacina obrane, moguca je smrt jedinke ukoliko je imunoloski
sustav suprimiran ili je jedinka izlozena nekom dodatnom stresu (gladovanje, nepovoljni

abiotiCki ¢imbenici stani$ta, presvlacenje) (Cerenius et al., 2003).

U slucaju europskih autohtonih vrsta rije¢nih rakova, kako bi se postigla ovakva reakcija,
potrebno je inducirati proizvodnju proPO. Induciranje sinteze do adekvatnih koli¢ina te njezina
aktivacija odvijaju se presporo. Jedinka stvaranjem melanina ne stigne obuzdati zarazu na
uskom podru¢ju buduéi da cista pocinje klijati vrlo brzo nakon prihvacanja za kutikulu

domacina (Cerenius et al., 2009).

Osim spomenutih vrsta rije¢nih rakova, kao vektori Sirenje patogena mogu biti i druge vrste
slatkovodnih organizama. Prvi takav slucaj je raspravljen u radu od Benisch (1940) gdje je
zabiljezeno ugibanje jedinki Eriocheir sinensis H. Milne-Edwards (kineska rakovica) i kao
uzrok je naveden patogen A. astaci. Iako postoje odredene dvojbe oko to¢ne determinacije
patogena u tom slucaju, daljnja istrazivanja su hipotezu da A. astaci moze uzrokovati infekcije
1 na drugim organizmima osim rije¢nih rakova pokazala tocnom (Svoboda et al., 2014). DNA
patogena A. astaci je pronadena u tkivima vrste E. sinensis uzorkovanog u Svedskoj, u kojem

je rasprostranjena americka invazivna vrsta P. leniusculus, ve¢ poznati domacéin patogena. Isto

10



tako je DNA patogena utvrdena i u slatkovodnoj rakovici Potamon potamios (Olivier) koja je
rasprostranjena u istom jezeru kao i vrsta A. leptodactylus, za koju se zna da moze biti vektor
Sirenja patogena (Svoboda et al., 2014). Koli¢ina zabiljezene DNA isklju¢uje moguénost da se
radi samo o sluCajnom prianjanju zoospora na kutikulu jedinki; koli¢ina zaraZzenog tkiva
usporediva je s uznapredovalom zarazom u rije¢nih rakova. U slucaju kineske rakovice E.
sinensis, moze se pretpostaviti potencijalno Sirenje patogena na velike udaljenosti kao rezultat
migracije rakovice uzvodno, dok kod vrste P. potamios uzvodne migracije nisu zabiljezene
(Svoboda et al., 2014). Iako usporedive razine zaraze, ¢injenica da su sve testirane jedinke

rakova uhvacene zive ukazuje na postojanje efikasnih mehanizama obrane od patogena.

5. GENETICKA RAZNOLIKOST UNUTAR VRSTE A. ASTACI

Schikora je definirao vrstu Aphanomyces astaci kao uzro¢nika ra¢je kuge 1906. godine.
Prvu uspjesnu izolaciju patogena iz zarazene jedinke izveo je Nybelin 1934. g. tako $to je
uzorak zarazenog ziv€anog vlakna rijenog raka stavio na podlogu od agra s 10-15%-tnim
udjelom ra¢je hemolimfe (eng. crayfish blood agar). Ponavljajuci proces inokulacije, uspio je
uzgojiti ¢istu kulture vrste A. astaci ¢iju je patogenost dokazao u kontroliranim laboratorijskim

uvjetima (Alderman i Polglase, 1986).

Od tada, izolirano je i klasificirano 5 razli¢itih sojeva A. astaci (Huang et al., 1994; Kozubikova
et al,. 2011; Maguire et al., 2016) (tablica 2). Raznolikost sojeva je odraz razli¢itih ekoloskih
uvjeta u kojima su evoluirali. Najstariji poznati soj (soj A) prvi puta je izoliran iz vrste A.
astacus i smatra se da je odgovoran za prvu fazu epidemije racje kuge u Europi. Ne zna se koja
alohtona vrsta je sluzila kao prenositelj patogena u Europu. Soj B je izoliran iz alohtone vrste
P. leniusculus ameri¢kog porijekla, dok je soj C pronaden u istoj vrsti ali podrijetlom iz Kanade
(Huang et al., 1994). Iz vrste P. clarkii izoliran je soj D (Diéguez-Uribeondo et al., 1995), a

posljedn;ji pronadeni soj E iz O. limosus (Kozubikova et al., 2011).

Tablica 2. Podjela sojeva prema domacinima. Postoji vise nacina imenovanja sojeva kod
razli¢itih autora. Najlaksi sustavi imenovanja pomocu slova abecede ili brojeva ne daju

informaciju o domacinu iz kojeg je soj prvi puta izoliran. No budu¢i da je vjerojatnost

11



horizontalnog prijenosa medu razli¢itim domacinima sve vecéa, postoji moguénost da sustav As-

Or s vremenom postane nepraktic¢an (prilagodeno prema Svoboda et al., 2017).

503 ALTERNATIVNI NAZIVI ZA ORIGII\IIALNI NAVOD
SOJEVE DOMACIN

A 1 (Andersson i Cerenius, 2002), Nepoznat Huang et al. (1994)
As (Viljamaa-Dirks et al., 2013)

B 2 (Andersson i Cerenius, 2002), P. leniusculus Huang et al. (1994)
Psl (Viljamaa-Dirks et al., 2013)

C 3 (Andersson i Cerenius, 2002), P. leniusculus Huang et al. (1994)
Psll (Viljamaa-Dirks et al., 2013)

D 4 (Andersson i Cerenius, 2002), P. clarkii Diéguez-Uribeondo
Pc (Viljamaa-Dirks et al., 2013) etal. (1995)

E Or (Viljamaa-Dirks et al., 2013) O. limosus Kozubikova et al.

(2011)

Razlikovanje i identificiranje ovih sojeva omogucila je tehnika analize slu¢ajno umnozZene
polimorfne DNA (RAPD) provodena prvi puta u tu svrhu 1994 (Huang, 1994) i ponovljena u
kasnijim istraZzivanjima (Diéguez-Uribeondo et al., 1995; Kozubikova et al., 2011). Osim
razlika medu pojedinim sojevima, dokazane su i varijabilnosti unutar samih sojeva kroz AFLP-
PCR metodu (Rezinciuc et al., 2014) i analizom mikrosatelitskih markera (Grandjean et al.,
2014; Maguire et al., 2016). Analizom mikrosatelitnih markera je utvrdeno da se sojevi A1 D
znacajno razlikuju od sojeva B, C i E. Razlog tome mogu biti klimatski uvjeti stanista u kojima
su evoluirali navedeni sojevi; sojevi B, C i E izolirani su iz vrsta koje obitavaju u vise
umjerenim klimama, dok je soj D vidljivo prilagoden na vise temperature (Grandjean et al.,
2014; Rezinciuc et al., 2014). Takoder je definirana podjela soja A na podskupine Al i A2.
Ocekivano je, ali i potrebno naglasiti, da sojevi ne pokazuju podudaranost filogenetske

srodnosti domacina (Grandjean et al., 2014).

Unato€ naglasavanju razlika u virulenciji razli€itih sojeva, postoje mnogi faktori koji utjecu na
agresivnost patogena odnosno podloznost zarazi. Jedan soj moze imati razli¢iti utjecaj na razvoj
bolesti i smrtnost razli¢itih populacija, dok razli¢iti sojevi mogu pokazati isti ili sli¢an ishod

(Kozubikova-Balcarova et al., 2014). Temperatura vode (Alderman et al., 1987), koli¢ina
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patogena (Makkonen et al., 2014), i zdravstveno stanje populacije odnosno prisutnost drugih

patogena (Jussila et al., 2011) su samo neki od ¢imbenika koji pridonose ishodu zaraze.

6. DOLAZAK U EUROPU | FAZE ZARAZE

6.1. Prva faza

Prvi slucaj za koji se moze reci da se radilo o ra¢joj kugi, budu¢i da iznenadne visoke
stope smrtnosti nisu zahvatile ostale slatkovodne organizme, zabiljezen je 1859. g. u sjevernim
talijanskim jezerima u Lombardiji (Ninni, 1865). Iz Italije, ra¢ja kuga se u prvoj fazi Siri
Europom od Francuske gdje je zabiljezena 1874.g., preko zemalja srednje Europe, sve do
sjevera (Svedska prvi put 1907.g., Litva 1920.g.) (Alderman, 1996). Sirenje i rasprostiranje
ra¢je kuge kroz Europu s godinama izbijanja epidemija prikazano je na slici 5. Kao
najvjerojatniji uzrok unosa ra¢je kuge u Europu smatra se unos A. astaci putem kroni¢no
zarazenih sjevernoamerickih vrsta rije¢nih rakova (Rezinciuc et al., 2015). [ako se ne zna to¢no
kojom se vrstom patogen unio u Europu, postoje dokazi o uvozu alohtonih americkih vrsta u
drugoj polovici 19. st. Buduéi da se uvozi rije¢nih rakova nisu dokumentirali prije izbijanja
epidemije, prvi takav unos odnosi se na 90 jedinki vrste Orconectes limosus (bodljobradi rak)
(Rafinesque) iz Sjeverne Amerike u jezero u Poljskoj tek 1890. g. (McDonald, 1983).

Moguc¢i nacini Sirenja zaraze ukljucuju uvoz zarazenih jedinki zbog uzgoja u svrhu prehrane.
Samo jedan od mnogih takvih slucajeva, koji ukazuje na veliku potraZznju za rakovima na
trzi$tu, je primjer uvoza posiljke od 1,9 milijuna zaraZenih jedinki iz Finske u Svedsku 1906.
g. Medutim, vecina transportiranih jedinki uginula je jo§ na putu i istresene su u jezero Milaren
u Stockholmu. U roku od godinu dana, veéina populacije vrste A. astacus prirodno prisutne u

jezeru podlegla je zarazi i uginula (Alm, 1924).
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Arctic Ocean

Slika 5. Sirenje zaraze ra¢jom kugom po Europi prikazano prema godinama izbijanja epidemija

(preuzeto iz Rezinciuc et al., 2015).

Zaraza se osim trgovine zaraZzenim jedinkama mogla prenositi 1 zaraZzenom opremom, vodom i
brodovima, ili drugim organizmima koji dolaze u doticaj sa zaraZzenim populacijama — ostale

vrste rakova, riba, ptice (Oidtmann et al., 2002).

6.2. Druga faza

Ragja kuga uzrokovala je ogromne ekonomske gubitke. Opetovani pokuSaji unosa autohtonih
vrsta iz nezarazenih u ekosustave opustoSene racjom kugom nije se pokazalo efikasnim
(Jernelov, 2017). Uz to, javili su se ekoloSki problemi nastali uklanjanjem kljucne vrste iz
mnogih slatkovodnih ekosustava. Problem nastale prazne niSe je pozivao na unos ekonomski
iskoristive vrste sli¢nih ekoloskih potreba, za koju ne postoji opasnost od ugibanja uzrokovanog
patogenom A. astaci. Tako je uvezena sjevernoamericka vrsta Pacifastacus leniusculus (Dana)

(signalni rak) iz svog prirodnog stanista u jezeru Tahoe u Kaliforniji (Fiihrst, 2006).

Vrsta P. leniusculus uvezena je u Svedsku u vi$e navrata u razdoblju od 1964. do 1969. g.

(Bohman et al., 2006). Ovime zapocinje druga faza Sirenja kuge u Europi. Vrsta P. leniusculus
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se ubrzo eksponencijalno prosirila slatkovodnim sustavima, dosezuci brojnost koja nadilazi
brojnost autohtone vrste A. astacus (Jerneldv, 2017). U Spanjolsku su iz istih razloga uvezene
jedinke vrste Procambarus clarkii (Girard) u razdoblju od 1973. do 1974.g. Veza izmedu uvoza
ove vrste i ponovnog izbijanja ragje kuge u Spanjolskoj dokazana je u Diéguez-Uribeondo et
al. (1997). Podaci o pomoru autohtonih vrsta uzrokovanom drugom fazom zaraze, uz Svedsku
i Spanjolsku, zabiljeZeni su u Engleskoj 1981. g. (Alderman, 1997), Grékoj 1982. g. (Alderman,
1997), Turskoj 1984. g. (Alderman, 1997) i Irskoj 1986. g. (Matthews i Reynolds, 1992). U
Norveskoj je 1971. g. zabiljeZena veca stopa mortaliteta i kao uzrok navedena rac¢ja kuga
(Taugbel et al., 1993), a kasnijim istrazivanjem je utvrdeno da se uzro¢nik epidemije bio stari

europski soj A (Strand, 2013).

Istrazivanja su pokazala da unos vrsta P. leniusculus i P. clarkii nije imao Stetne ucinke na
ekolosku ravnotezu sustava u koje su uneseni (Jernelov, 2017). Medutim, treba napomenuti da

je svakim unosom nove alohtone vrste rije¢nih rakova unesen i novi soj patogena.

6.3. Treca faza

Prema Holdich et al. (2009), moze se govoriti i o tre¢oj fazi Sirenja kuge prvenstveno
uzrokovanom trgovinom rije¢nim rakovima kao sve popularnijim egzoticnim kuénim
ljubimcima. Egzoti¢ni kuéni ljubimcei opéenito za sobom vuku 1 loSe naine zbrinjavanja kada
postanu prevelika odgovornost. Do problema dolazi kada se zarazene jedinke pustaju u lokalne
slatkovodne sustave isto kao i zarazena voda (Mrugata et al., 2015). To je dovelo do porasta
broja dosad nezabiljeZenih alohtonih vrsta rije¢nih rakova, ponajvise u srediSnjoj Europi. Prema
podacima o uvozu u Njemacku, ovakva trgovina je poprimila ogromne razmjere; zabiljezen je

unos i do sedam novih vrsta godi$nje samo u periodu izmedu 2005. 1 2009. g. (Chucholl, 2013).

Kako bi se ukazalo na opasnost ovakvog postupanja, provedeno je istrazivanje o dosegu
rasprostranjenosti A. astaci kao posljedice trgovanja kuénim ljubimcima (Panteleit et al., 2017).
Istrazivanje je provedeno prema metodologiji iz Mrugata (2015) na 85 jedinki 50 razli¢itih vrsta
rakova, ve¢inom sjeverno- i centralno-ameri¢kog podrijetla. Sve testirane jedinke su dostupne
za prodaju u trgovinama ku¢nim ljubimcima u Njemackoj te su kao takve potencijalni nositelji
patogena i time prijetnja autohtonim ekosustavima. U 11 testiranih vrsta je utvrdena DNA
patogena A. astaci; od kojih je devet vrsta po prvi puta potvrdeno kao domacini patogena
(tablica 3.). Od devet novih definiranih domacina, za 3 vrste (Orconectes eupunctus Williams,
1952, Orconectes hylas (Faxon, 1890) i Procambarus pygmaeus Hobbs, 1942) determinacija

vrste rakova na temelju morfologije nije se mogla potvrditi sekvencama iz GeneBank-a. lako
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nije moguce zakljuciti u kojem su trenutku jedinke bile zarazene (prije ili nakon dolaska u
trgovinu kuénim ljubimcima), bitno je naglasiti kako je zaraza horizontalnim prijenosom lako
moguca buduci da su jedinke u trgovini smjestene jako blizu jedna druge. Svaka od navedenih
alohtonih vrsta predstavlja stvarnu prijetnju autohtonim ekosustavima. lako pustanje zarazenih
jedinki u divljinu ne mora rezultirati novom odrzivom populacijom te vrste rakova, dovoljna je
samo jedna jedinka zarazena patogenom A. astaci da dode do ponovnog izbijanja epidemije na

tom podrucju (Pantleit et al., 2017).

U provedenom istrazivanju se ukazuje i na vaznost to¢ne determinacije unesenih vrsta rijecnih
rakova. Nije rijetko da se vrste rijeCnih rakova prodaju pod krivim nazivom, ako je
determinacija uopée provedena (Faulkes, 2015). Zakoni i regulacije unosa zivih alohtonih vrsta
nisu dovoljna mjera zastite u vecini drzava Europe (Panteleit et al., 2017) ve¢ je potrebna i

edukacija vlasnika i prodavaca du¢ana kuénim ljubimcima (Faulkes, 2015).

Tablica 3. Vrste i broj testiranih jedinki za koje je utvrdeno da su zarazene A. astaci. Razina
zaraze kreée se od A0 (nezarazene) do A6 (visoka koncentracija patogena). Vrste koje su prvi

puta definirane kao domacini prikazane su masno otisnutim slovima (prema Panteleit et al.,

2017).

RAZINA ZARAZE

VRSTE TESTIRANIH RUECNIHRAKOVA (N 25T a7 T A2 T A3 | Ad G

Cambarus fasciatus Hobbs, 1981 (3) 1 1 1

Cambarus manningi Hobbs, 1981 (4) 1 2 1

Orconectes sp. (1) 1
Orconectes sp. (1) 1
Orconectes luteus (Creaser, 1933) (1) 1

Orconectes neglectus (Faxon, 1885) (1) 1

Orconectes ozarkae Williams, 1952 (1) 1

Pacifastacus leniusculus (4) 2 1 1

Procambarus llamasi Villalobos 1954 (1) 1
Procambarus sp. (1) 1

Procambarus simulans (Faxon, 1884) (2) 1 1

7. NALAZI PATOGENA A. ASTACI NA BALKANU | LATENTNE ZARAZE
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Podaci o akutnim, visokim stopama smrtnosti rije¢nih rakova na podrucju Balkana ¢iji
je uzrok patogen A. astaci zabiljezeni su kroz sve ranije navedene faze Sirenja epidemija.
Konkretno na podru¢ju Hrvatske je za vrijeme prve faze zabiljezeno ugibanje populacija
rijenih rakova u rijekama crnomorskog slijeva (Lindes, 1884; Anonimus, 1897). Druga faza u

Hrvatskoj je zapazena kao izbijanje epidemija krajem 1960-ih (Planci¢, 1973).

Prema radu Maguire et al. (2016), provedeno je istrazivanje u kojem su testirane autohtone (A.
torrentium, A. astacus, A. pallipes i A. leptodactylus) i alohtone (O. limosus, P. leniusculus i
Cherax quadricarinatus (Von Martens, 1868)) vrste rije¢nih rakova na prisutnost sojeva A.
astaci. Vrste su uzorkovane u razdoblju od 2003. do 2013. godine iz rijeka jadranskog i
crnomorskog slijeva. Rezultati su pokazali da su sve testirane vrste zarazene A. astaci. Jedina
iznimka su svih 6 jedinki vrste C. quadricarinatus uzorkovanih u Sloveniji od kojih nijedna
nije pokazala znakove zaraze. Metodom mikrosatelitnin markera (Grandjean et al., 2014),
analizirane su jedinke koje su pokazale razinu zaraze A4-A6 kako bi se utvrdilo o kojim se
sojevima radi. Podtipovi soja A nadeni su u jedinkama vrsti A. torrentium i A. astacus. Soj
izoliran iz uginule jedinke vrste A. torrentium uzorkovane iz potoka Kraljevac (Medvednica)
pokazao je razliku u jednom alelu od dosad opisanih sojeva A (SSR-A3), dok su jedinke vrste
A. astacus uzorkovanih u Plitvickim jezerima i Mreznici zarazene podtipom SSR-A». Soj SSR-
B bio je prisutan u jedinkama A. leptodactylus, dok je u jednoj od jedinki P. leniusculus
pronaden novi podtip soja B s razlikom u dva alela (SSR-B>). Treba naglasiti da se prvi puta
kroz ovo istraZivanje opisan soj koji je naizgled kombinacija sojeva A 1 B pronadenu jedinkama
A. leptodactylus iz jezera Jagodno (Velika Gorica). Ne zna se to¢no naéin nastanka ovakvog
kombiniranog genotipa, ali moguce je da je doslo do rekombinacije medu sojevima. Opcenito

je razina zaraze u alohtonim vrstama bila niska — samo je jedna jedinka imala razinu zaraze A5.

U Bosni i Hercegovini, potaknuto novim izbijanjem epidemije ra¢je kuge u srpnju 2015. g. na
Mostarskom Blatu, istrazivanje provedeno na mijeSanoj populaciji vrsta A. astacus i A. pallipes
rezultiralo je pronalaskom A. astaci soja A u svih 11 testiranih jedinki A. astacus. Jedina
testirana jedinka A. pallipes pokazala je razinu zaraze A0 (nezarazena) (Mrugata et al., 2017).
Budu¢i da alohtone vrste rije¢nih vrsta na podrucju Bosne i Hercegovine jos nisu zabiljezene
(Trozi¢-Borovac, 2011), mogu se pretpostaviti dva moguca scenarija za iznenadno izbijanje
epidemije. Moguce je da se radi o horizontalnom prijenosu patogena A. astaci iz nekih mozda
nezabiljeZenih zarazenih populacija rijecnih rakova (Mrugata et al., 2017) na na¢ine ve¢ opisane
u prijasnjim poglavljima. Druga moguc¢nost je da je doSlo do aktivacije latentne zaraze ve¢

prisutne na tom podruc¢ju (Mrugata et al., 2017).
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Latentne zaraze karakterizira izostajanje znakova bolesti na jedinkama iako u sebi nose patogen
(Jussila et al., 2014). Osim ovakvih opisanih slu¢ajeva u populaciji A. pallipes i A. astacus u
Hrvatskoj te A. astacus u Bosni i Hercegovini, sli¢ne pojave su opisane na vrsti A. leptodactylus
u Turskoj (Kokko et al., 2012) i Rumunjskoj (Parvulescu et al., 2012), i A. torrentium u
Sloveniji (KuSar et al., 2013).

U ovako latentno zarazenim populacijama utvrden je patogen soja A i njegovi podtipovi, uz par
zabiljezenih slucajeva uzrokovanih sojem B (Maguire et al. 2016). Budu¢i da je poznato da je
soj A uzrokovao prvu i najagresivniju fazu zaraze u Europi, na pitanje kako su navedene
autohtone vrste rije¢nih rakova prezivjele noseéi u sebi ovaj genotip A. astaci odgovara se s dva
moguca scenarija. Prema Jussila et al. (2014), moguce je da se radi o stecenoj "otpornosti" na
patogen koji je prisutan u Europi vise od stoljeca. U ovom slucaju se pretpostavlja da je doslo
do selekcije otpornijih jedinki rijecnih rakova koje su posjedovale efikasnije mehanizme protiv
izbijanja bolesti. Suprotno tome, Jernelov (2017) pretpostavlja da se radi o selekciji manje
virulentnih sojeva patogena koja proizlazi iz ¢injenice da je dulje prezivljavanje zarazene
jedinke raka evolucijski povoljnije za patogena. Moze se pretpostaviti da se radi o kombinaciji
ovih scenarija. Aktiviranje latentnih zaraza moze se javiti uslijed loSih okolisnih uvjeta koji
uzrokuju organizmu stres. Stres kao takav moZe suprimirati obrambene mehanizme §to rezultira

prelaskom bolesti iz latentne u akutnu fazu i1 u konacnici uginuce jedinke.

8. ZAKLJUCCI

Aphanomyces astaci je kao uzro¢nik ra¢je kuge prisutan u Europi od 1859.g. te i dalje
predstavlja prijetnju autohtonim europskim slatkovodnim rakovima. Uz sve viSe nacina
horizontalnog prijenosa moZe se ocekivati daljnje Sirenje patogena. Isto tako, treba napomenuti
da se lista pogodnih domac¢ina mozZe povecati i ukljucivati 1 ostale slatkovodne vrste, osim
rijeCnih rakova, kao §to je utvrdeno za kinesku rakovicu E. sinensis. Kako bi se dobio uvid u
brzinu evolucije patogena, daljnjim istrazivanjima potrebno je poboljSati metode determinacije
sojeva. Nadalje, distribucija ve¢ poznatih sojeva nije dovoljno istrazena na nekim podrucjima
za koje se sumnja da postoji opasnost od izbijanja epidemije (npr. Grcka (Papavlasopoulou et

al., 2014)).

Zasad nisu poznati efikasni nacini suzbijanja zaraze na ve¢im povrSinama iako su provedena
testiranja ucinka razli¢itih supstanci na A. astaci (Cerenius et al., 1992; Rantamaki et al., 1992).
Moguce je da odgovor lezi u jo§ nepoznatim aspektima zivotnog ciklusa A. astaci kao §to je

tocan mehanizam lociranja domacina.
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Poznato je da je odnos domacina i parazita sustav sklon brzoj evoluciji kao posljedica njihove
uske povezanosti (Van Baalen, 1998). Daljnjim razvojem/suzivotom rakova i patogena
mozemo ocekivati niz razliitih ishoda: (1) vodeno primjerom najstarijeg soja A, moze do¢i do
opstanka/razvoja manje virulentnih sojeva na podru¢ju Europe (ukoliko dode do izumiranja
autohtonih europskih vrsta rije¢nih rakova, moguce je da ovaj scenarij izostane), (2) ponovni
unos novog, agresivnijeg soja kuge u Europu, ili (3) nastanak rekombinantnih sojeva nepoznate
virulencije uslijed dolaska u kontakt sojeva koji na svojim prirodnim arealima ne bi dosli u

kontakt.

Potencijalno suzbijanje daljnjih izbijanja epidemija moguce je buduc¢im prac¢enjem koevolucije
patogena i potencijalnih domacina, kao i stvaranjem preciznijih i efikasnijih regulativa o
trgovanju i opcenito unosu alohtonih vrsta, te edukacijom javnosti i moguc¢im razvojem

efikasnih lijekova.
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SAZETAK

Rije¢ni rakovi vazan su element slatkovodnih ekosustava. U posljednjih 200 godina
doslo je do drasticnog smanjenja brojnosti autohtonih vrsta rije¢nih rakova na podrucju Europe.
Kao jedan od kljuénih uzroka tog smanjenja navodi se izbijanje epidemija racje kuge
uzrokovane patogenom Aphanomyces astaci. Infektivne Cestice ove bolesti sekundarne su
zoospore koje se stvaraju na krajevima hifa ovog obligatnog parazita. Osim rijecnih rakova,
kao vektori Sirenja 0vog patogena opisane su i druge vrste rakova. Postoji pet opisanih sojeva
A. astaci, od kojih su za dva opisani podtipovi. Smatra se da sojevi potjecu iz dva vala unosa
alohtonih sjevernoamerickih vrsta rije¢nih rakova na podrucje Europe. Opazeno je vise oblika
horizontalnog prijenosa A. astaci, poput prijenosa ribama, pticama i antropogenim djelovanjem
(ribolovna oprema, brodovi i trgovina kuénim ljubimcima). Na Balkanu su pronadene latentno
zarazene populacije, za koje se smatra da su zarazene u prva dva vala Sirenja ovog patogena.
Razlike podtipova unutar sojeva A. astaci, kao i njihov utjecaj na ekosustave u kojima se nalaze,
jos su nedovoljno istrazeni. Takoder su potrebna dodatna istrazivanja metoda suzbijanja zaraze
ovim patogenom kako bi se umanjio utjecaj A. astaci na europske autohtone vrste rije¢nih

rakova.

SUMMARY

Crayfish represent an important element of freshwater ecosystems. However, there has
been a drastic decrease in the number of autochthonous species of crayfish in Europe over the
past 200 years. Epidemic outbreaks of crayfish plague caused by the pathogen Aphanomyces
astaci have been reported as one of the main causes of this decrease in abundance. The infective
units of the disease are secondary zoospores produced at hypha ends of this obligatory parasite.
Apart from crayfish, other crustacean species have also been identified as pathogen’s hosts and
carriers. There are five described genotype groups, two of which have multiple subtypes. It is
considered that the all of the strains originate from two waves of introduction of North
American crayfish species into Europe. Multiple types of horizontal transmission of A. astaci
have been observed, such as by fish, birds and anthropogenic activities (fishing equipment,
ships and pet trade). Latent infections have been discovered in the Balkan region, which are
considered to have been caused by the strains introduced by the first two phases /waves.
Subtype differences within the different strains of A. astaci and their effect on ecosystems in

which they are present are still inadequately studied. Furthermore, additional research of
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infection control methods of this pathogen is required to reduce the impact of A. astaci on

European freshwater crayfish and ecosystems in general.
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