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1. Uvod

1.1. Invazivna strana vrsta signalni rak Pacifastacus leniusculus (Dana,
1852)

1.1.1. Definicija invazivne strane vrste

Stranom vrstom smatra se ona vrsta koja prirodno ne obitava u nekom ekosustavu, nego je
u njega unesena namjerno ili slu¢ajno (IUCN 2020). Vecina stranih vrsta ne predstavlja
znacajan problem za ekosustav u koji je unesena (Tobin 2018). Medutim, ukoliko se strana
vrsta Siri te uzrokuje ekolosku ili ekonomsku Stetu, ili predstavlja opasnost za ljudsko
zdravlje, govori se o invazivnoj stranoj vrsti (engl. invasive alien species — IAS) (IUCN
2020). S ekonomskog stajaliSta, upravljanje tim vrstama zahtjevno je 1 poprilicno skupo
(Oreska i Aldridge 2010). S bioloskog stajaliSta, ove su vrste u izravnoj kompeticiji za
staniSte 1 hranu s autohtonim (domac¢im) vrstama te mogu uzrokovati smanjenje broja jedinki

tih vrsta, pa ¢ak i njihov potpuni nestanak (Tobin 2018).

Medunarodni savez za oCuvanje prirode i prirodnih bogatstava (International Union for
Conservation of Nature, TUCN) vodi najopsezniji svjetski popis ugrozenih biljaka, gljiva i
Zivotinja poznat pod nazivom IUCN-ov crveni popis (engl. IUCN Red List) na kojem se vrste
svrstavaju u 9 mogucih kategorija, medu kojima su 1 ugrozene, kriticno ugrozene te izumrle
vrste (IUCN 2020). Istrazivanje koje su proveli Bellard i suradnici (2016) pokazalo je kako su
invazivne strane vrste glavni uzrok izumiranja 58% izumrlih vrsta te 31% vrsta izumrlih u
divljini, pri ¢emu invazivne strane vrste predstavljaju vecu opasnost za zivotinjske, nego za

biljne vrste.

Europska komisija je 2014. godine donijela Uredbu o sprje¢avanju i upravljanju unosenja
i Sirenja invazivnih stranih vrsta (Uredba (EU) br. 1143/2014), a u skladu s time je u
Hrvatskoj na lokalnoj razini donesen Zakon o sprjeCavanju unoSenja i Sirenja stranih te
invazivnih stranih vrsta i upravljanju njima te Zakon o izmjenama i dopuni spomenutog koji
je na snazi od 2019. godine. Zakonom su definirani pojmovi crne i bijele liste. Crna lista je

popis invazivnih stranih vrsta koje izazivaju zabrinutost u Republici Hrvatskoj, dok je bijela



lista popis vrsta Cije unosenje ili uzgoj ne predstavlja ekoloski rizik (NN 15/18, NN 14/19).
Crna lista u Hrvatskoj jo$ nije uspostavljena te se kao relevantna lista koristi popis Europske
Unije, odnosno popis invazivnih stranih vrsta koje izazivaju zabrinutost na razini Europske
Unije. U Hrvatskoj je s navedenog popisa zabiljeZzeno oko 20 biljnih i Zivotinjskih vrsta, medu

kojima je i signalni rak (Invazivne vrste 2020).

1.1.2. Invazivni areal signalnog raka u Europi i u Hrvatskoj

Signalni rak Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852) prirodno je rasprostranjen na zapadu
Sjeverne Amerike te je najraSirenija vrsta roda Pacifastacus koji broji Sest vrsta (Holdich
2002). Signalni rak u Europu je unesen 1960-ih godina kada je manji broj jedinki uvezen u
Svedsku i Finsku s ciljem nadomjestanja populacije rije¢nog raka Astacus astacus (Linnaeus
1758) koja se smanjila zbog oboljenja od ra¢je kuge (Johnsen i Taugbgl 2010). S tih se
lokaliteta uspjeSno pro$irio i na ostale zemlje te je danas zabiljezen u cak 29 europskih
zemalja medu kojima je 1 Hrvatska (Kouba i sur. 2014). Ova vrsta je najrasprostranjenija te

najuspjesnija invazivna strana vrsta rakova na podruéju Europe (Hudina i sur. 2017).

Prisutnost signalnog raka u Hrvatskoj prvi puta je zabiljezena 2008. godine u rijeci Muri
(Maguire i sur. 2011). Istrazivanjem koje su proveli Hudina i suradnici (2009) utvrdena je
brzina Sirenja ove vrste u rijeci Muri te ona iznosi 18-24,4 kilometra godiSnje $to je najveca
brzina zabiljeZena u Europi. Upravo se zbog tako brzog Sirenja signalni rak proSirio i u rijeku
Dravu. Godine 2011. zabiljezen je 1 u rijeci Korani na viSe lokacija duz toka rijeke, a
prisutnost ove vrste u rijeci Korani rezultat je ilegalnog unosa (Hudina i sur. 2013). Tijekom
Sirenja, signalni rak potiskuje autohtonu vrstu uskoSkarog raka Pontastacus leptodactylus
(Eschscholtz, 1823), a predstavlja opasnost i za zasti¢ene vrste rije¢nog raka Astacus astacus i
poto¢nog raka Austropotamobius torrentium (Schrank, 1803) koje se nalaze u pritokama

Korane i uzvodno na podrué¢ju Nacionalnog parka Plitvicka jezera (Hudina i sur. 2017).

1.1.3. Negativni utjecaj signalnog raka

Svoj invazivni uspjeh signalni rak osigurava na nekoliko naéina. Signalni rak pokazuje

agresivnije ponaSanje od autohtonih, ali i nekih drugih invazivnih stranih vrsta rakova. U



usporedbi s jo$ tri sjevernoamericke vrste raka iz roda Faxonius, signalni rak pokazao je
najagresivnije ponasanje koje je najduze trajalo, ¢ak i nakon $to bi uspostavio dominaciju
(Tierney i sur. 2000). Nadalje, signalni rak zauzima istu ekolosku niSu kao i autohtoni
europski rijec¢ni rak (Johnsen i Taugbgl 2010), a istrazivanje koje je proveo Soderback (1991)
pokazalo je o€itu dominaciju signalnog raka nad rijeénim rakom S$to jasno ukazuje na
opasnost koju signalni rak predstavlja i u rijeci Korani za ovu, ali i ostale autohtone vrste
rakova. Naime, u odnosu na autohtone vrste, signalni rak ima brzu stopu rasta, vecu duljina
tijela i klijeSta, ranije postize spolnu zrelost te ima ve¢i fekunditet (Westman i Savolainen
2002), te u kombinaciji s veCom agresivnosti moze potisnuti europske vrste u kompetitivnim
interakcijama. Medutim najveci negativan utjecaj na europske rakove ostvaruje djelujuéi kao
prijenosnik bolesti racje kuge koja je uglavnom letalna za populacije autohtonih vrsta rakova
(Johnsen i Taugbgl 2010). Uzro¢nik ove bolesti, patogen Aphanomyces astaci (Schikora,
1906), inficira sve europske autohtone vrste rakova, dok su sjevernoamericke vrste, a time i
signalni rak, na infekciju spomenutim patogenom uglavnom otporne. Stoga signalni rak

djeluje kao vektor bolesti racje kuge (Holdich 2002).

Osim na autohtone vrste rakova, ova invazivna strana vrsta ima negativan utjecaj i na
ostale vrste s obzirom da je poznato da se signalni rak hrani biljkama, beskraljeznjacima
poput puzeva i kukaca, ribama te ribljim jajascima (Guan i Wiles 1998; Holdich 2002). Kako
se izmedu ostalog hrani i1 detritusom, ima veliku ulogu u degradaciji i mineralizaciji organske

tvari kao i znaajan utjecaj na cjelokupni hranidbeni lanac takvih ekosustava (Johnsen i
Taugbgl 2010).

lako na sjevernoamerickom podrucju ne pokazuje takvo ponaSanje, na mjestima gdje je
prisutan kao invazivna strana vrsta gradi skloniSta ukopavanjem u obale rijeka i potoka u
kojima se nalazi, bas poput rijeCnog raka (Johnsen i Taugbgl 2010). Ovakvo ukopavanje
pridonosi bioturbaciji (mijeSanje supstrata koji ¢ine podlogu obale) te dovodi do erozije obale
¢ime dolazi do promjene strukture staniSta koje je skloniSte i mnogim drugim organizmima.

(Johnsen i Taugbgl 2010).

1.1.4. Gustoc¢a populacije i kompeticija jedinki duz invazivnog areala u rijeci Korani

Istrazivanje koje su proveli Hudina i suradnici (2013) pokazalo je kako se signalni rak u

rijeci Korani $iri uzvodno 1 nizvodno te na frontama Sirenja kohabitira s autohtonom vrstom
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uskoskarog raka (Hudina i sur. 2013). Medutim, samo nekoliko godina kasnije signalni rak je
U potpunosti potisnuo uskoSkarog raka iz do tada zajednickog stani$ta na podrucju rijeke
Korane. Brzine Sirenja izracunate u razdoblju izmedu 2012. i 2015. godine pokazale su da se
signalni rak Siri brzinom od 2,23 kilometra godisnje uzvodno te 2,84 kilometra godisnje
nizvodno (Hudina i sur. 2017). U istom razdoblju zabiljeZeno je i povecéanje relativne gustoce
populacije signalnog raka — na frontama Sirenja relativna gustoca populacije se povecala 4,9
puta na nizvodnim lokacijama te 6,1 puta na uzvodnim lokacijama (Hudina i sur. 2017).
Istrazivanja su pokazala kako jedinke signalnog raka na frontama Sirenja imaju znacajno bolji
kondicijski status od jedinki u srediStu areala (Rebrina i sur. 2015; Hudina i sur. 2017), $to
potencijalno doprinosi njihovom Sirenju i1 rastu populacija. Naime, gusto¢a populacije
signalnog raka manja je na frontama Sirenja u odnosu na srediSte areala te je stoga na
frontama smanjena intraspecijska kompeticija i veéa je dostupnost resursa (Rebrina i sur.
2015; Hudina i sur. 2017). 1z istog razloga, sve jedinke s fronti $irenja imaju bolji energetski
status, a zenke s tih podru¢ja pokazuju i bolji reproduktivni potencijal (Rebrina i sur. 2015).
Medutim, povecanje populacije imalo je negativan utjecaj na rast jedinki te je zabiljezeno

znacajno smanjenje ukupne duljine tijela (Hudina i sur. 2017).

1.2. Bioloske karakteristike 1 energetski status signalnog raka

1.2.1. Biologija vrste

......

deseteronoznih rakova (Decapoda) te razreda visih rakova (Malacostraca). Signalni rak je
nokturalna Zivotinja koja je najaktivnija u ljetnim mjesecima. Obitava na karakteristiénim
staniStima koja €ini Sljunak obrastao makrofitima, a koja djeluju kao svojevrsno skloniste za
juvenilne jedinke ili odrasle jedinke koje prolaze proces presvlacenja (Holdich 2002). Hrani
se biljkama, detritusom, puzevima, kukcima, drugim rakovima, ribama te ribljim jajaScima
(Guan i Wiles 1998; Holdich 2002). U jezerima i rijekama naj¢eS$¢e obitava na dubinama
izmedu 10 i 20 metara (Holdich 2002). Signalni rak u prosjeku je dugacak 15 do 17
centimetara. Tijelo mu je svijetlo smede do tamno smede boje, ponekad i crvenkasto (Slika 1).
Klijjesta su glatka, s donje strane crvenkasta, a s gornje strane se na pregibu klijesta lako je

uoCljiva svijetlo plava mrlja (Govedi¢ 2006). Signalni rak duz cervikalne brazde nema
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izboc¢enja (Johnsen i Taugbgl 2010). U prosjeku signalni rakovi zive izmedu Cetiri i osam
godina, a mortalitet populacije najveci je u prvoj godini zivota. U prvoj godini zivota mogu se
presvlaciti i preko 10 puta. Ve¢ iduée godine taj broji se smanji na dva puta godiSnje, a od

Cetvrte godine presvlace se samo jednom godisnje (Holdich 2002).

Slika 1. Vanjski izgled signalnog raka Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852) (foto: S.
Hudina)

Jedinke signalnog raka spolno sazrijevaju izmedu prve i tree godine zZivota, najéesée u
drugoj. Medutim, sazrijevanje uvelike ovisi o temperaturi vode u kojoj se jedinke nalaze,
zalihama hrane te gusto¢i populacije. Pare se u jesen, a inkubacijski period traje izmedu 180 i
280 dana, $to takoder ovisi o temperaturi vode. Lijezu velik broj jajasaca — fekunditet

pojedinih Zenki iznosi i preko 500 jajasaca (Holdich 2002).

1.2.2. Grada i funkcija hepatopankreasa signalnog raka

Hepatopankreas signalnog raka je glavni organ za pohranu energije te ima velike rezerve
glikogena 1 lipida, Sto utjeCe i na visoke vrijednosti hepatosomatskog indeksa Zivotinje

(Holdich 2002). Stoga je taj organ glavni energetski rezervoar koji ima veliku ulogu u



kondiciji jedinki (Luci¢ i sur. 2012). Osim toga, hepatopankreas kod rakova sluzi za
detoksifikaciju (akumulacija teSkih metala i ksenobiotika) te pohranjivanje nutrijenata,
posebice lipida i glikogena (Holdich 2002). Takoder je ukljuen u sintezu i sekreciju
probavnih enzima, ali i ekskreciju te presvlac¢enje (Gibson i Barker 1979). Hepatopankreas
rakova stoga ima funkcije koje su kod kraljeznjaka podijeljene izmedu crijeva, jetre te
egzokrinog dijela gusterace (Vogt 2019). Graden je od stotina slijepih tubula koje oplahuje
hemolimfa. Hemolimfu iz srca nose arterije koje se distalno granaju, sve do najmanjih
arteriola iz kojih se hemolimfa izlijeva u hemalne sinuse koji se nalaze uz svaki organ i tkivo
(Holdich 2002). Hemociti su ujedno i stanice koje su nositelji stani¢ne imunosti u rakova.
Svaki tubul hepatopankreasa graden je od jednoslojnog epitela koji lezi na bazalnoj lamini
(Holdich 2002). Tubuli su okruzeni longitudinalnim i kruznim misi¢énim vlaknima te
vezivnim tkivom (Vogt 2019). U epitelu se nalazi pet tipova stanica — E-stanice
(embrionalne), R-stanice (resorptivne), B-stanice (engl. blister-like), F-stanice (fibrilarne) te

M-stanice (engl. midget) (Holdich 2002) (Slika 2). Stanice epitela su medusobno povezane

¢vrstim spojevima na svojim vrhovima te spojevima s pukotinom u svojim sredi$njim

dijelovima (Vogt 2019).

Slika 2. A) hepatopankreas signalnog raka, skala 10 mm (preuzeto iprilagodeno iz Vogt
2019). B) mikroskopska slika popre¢nog presjeka tubula hepatopankreasa. Hs — hemalni

prostor, B — B-stanica, F — F-stanica, R — R-stanica, strjelica — M-stanica (Holdich 2002).

E-stanice su embrionalne stanice koje se nalaze u samim vrhovima tubula iz kojih mitotskim

diobama nastaju ostali tipovi stanica (Holdich 2002). Kao i sve embrionalne stanice, imaju



velik omjer jezgre i citoplazme, a u njima se ne mogu pronaci lipidi, glikogen ni granule
metalnih iona (Vogt 2019). M-stanice nemaju mikrovile, sadrze mnogo sitnih granula te se
nalaze uz bazalnu laminu (Holdich 2002). R-stanice, F-stanice i B-stanice imaju mikrovile na
svojoj povrSini te su u izravnom dodiru s lumenom tubula. F-stanice koje sintetiziraju
probavne enzime i u svojim lizosomima akumuliraju metalne ione (Vogt 2019) sadrze velik
hrapavi endoplazmatski retikulum i velika Golgijeva tjelesca (Holdich 2002). Probavni enzimi
se ne skupljaju u F-stanicama, ve¢ se luce u lumen tubula te se pohranjuju u zZvacni zeludac.
R-stanice su izrazito polarne, na vrSnom dijelu nalaze se mikrovili, glatki endoplazmatski
retikulum i mitohondriji, dok se u bazi stanice nalaze mitohondriji, hrapavi endoplazmatski
retikulum i tubularna mreza. Oko jezgara R-stanica skupljaju se zalihe glikogena i lipida, a
zalihe se pohranjuju u obliku rozeta glikogena ili lipidnih globula (Holdich 2002). R-stanice
takoder akumuliraju granule metalnih iona, primarno kalcija, a mogu sadrzavati i Zeljezo
(Vogt 2019). Ove stanice takoder proizvode i mokra¢nu kiselinu, ali za razliku od lipida i
kalcijevog fosfata, ona se izlucuje (Vogt 2019). B-stanice, kako im ime kaZe, karakterizira
veliki mjehur koji zauzima veéi dio same stanice. Taj mjehur raste tako S$to se manje,
subapikalne vakuole ukljucuju u njegovu strukturu (Holdich 2002). B-stanice takoder imaju
apsorbcijsku ulogu, ali osim S$to je ustanovljeno da ne pohranjuju lipide 1 glikogen poput R-

stanica, nije poznato $to to¢no pohranjuju (Vogt 2019).

Sam tubul moze se podijeliti u tri funkcionalne zone — distalna zona, zona B-stanica i
proksimalna zona. Distalnu zonu ¢ine E-stanice te diferenciraju¢e R-stanice, F-stanice i B-
stanice. U zoni B-stanica nalaze se zrele R-stanice, F-stanice i B-stanice. Proksimalna zona
sadrzi B-stanice koje su holokrinom sekrecijom napustile prethodnu spomenutu zonu (Vogt
2019).

1.2.3. Kondicijski status signalnog raka

Kako je hepatopankreas kod signalnog raka glavni energetski organ (Holdich 2002),
upravo je hepatosomatski indeks jedan je od organosomatskih indeksa koji sluze kao
pokazatelj kondicijskog statusa Zivotinje, odnosno S§to su vece energetske zalihe, to je
zivotinja u boljoj kondiciji (Luci¢ i sur. 2012; Rebrina i sur. 2015). Organosomatski indeksi se
koriste za prikazivanje energetskog statusa, reproduktivnog uspjeha jedinke i ucinka

okoli$nog stresa na jedinku (Rebrina i sur. 2015). Osim navedenog hepatosomatskog indeksa,



kondicijski status signalnog raka moze se pokazati i raCunanjem Fultonovog kondicijskog
faktora koji je u korelaciji s opéim zdravstvenim stanjem jedinke (Rebrina i sur. 2015). Osim
Sto je istrazivanje koje su proveli Luci¢ i suradnici (2012) pokazalo kako su jedinke signalnog
raka u boljoj kondiciji u odnosu na autohtone vrste raka, istrazivanje koje su proveli Rebrina i
suradnici (2015) pokazalo je kako su unutar populacije signalnog raka jedinke koje se nalaze

na fronti $irenja imale bolji kondicijski status od jedinki iz sredista areala.

1.3. Imunoloski sustav 1 histopatoloske promjene u hepatopankreasu

S obzirom na ulogu koju hepatopankreas obavlja, za o€ekivati je da ¢e promjene u gradi
ovog organa utjecati na njegovu funkciju, a time i na kondicijski i energetski status jedinki $to
dugoro¢no moze utjecati na rast, reprodukciju i uspjesno Sirenje ove vrste. Promjene u
hepatopankreasu Cesto mogu biti rezultat populacijskih (gusto¢a populacije) ili okolisnih
¢imbenika (zagadenje teSkim metalima) ili mogu biti rezultat infekcija raznim parazitima i
patogenima koje susre¢e u novom okoliSu u kojeg ulazi Sirenjem ili ilegalnim unosom
(Holdich 2002), a signalni rak se od takvih infekcija bori vlastitim nespecifi¢nim

imunoloskim sustavom.

Nositelji stanicne imunosti u rakova su hemociti koji se mogu podijeliti u tri populacije:
hijaline stanice, granulociti i semigranulociti. Hijaline stanice su najmanje, najzastupljenije te
ih karakterizira prisutnost sitnih granula u hijalinoj citoplazmi. Granulociti su najveci
hemociti koji u citoplazmi mogu imati razli¢ite granule, dok semigranulociti u citoplazmi
imaju samo jedan tip granula (Holdich 2002). Glavna obrambena aktivnost hemocita je
fagocitoza, pa hijaline stanice i semigranulociti uspjesno fagocitiraju bakterije 1 spore
(Holdich 2002; Vazquez i sur. 2009). Ukoliko je patogen prevelik da bi ga stanice
fagocitirale, dolazi do enakapsulacije 1 nodulacije kojima se ograni¢ava kretanje patogena

unutar organizma (Holdich 2002; Vazquez i sur. 2009).

Poseban obrambeni mehanizam ¢ine i proteini zgruSavanja. To su dimeri koji sudjeluju
u prepoznavanju stranih stanica u organizmu te su vazni u sprjecavanju gubitka hemolimfe pri
ozljedama (Vazquez i sur. 2009). Da bi doslo do zgrusavanja, iz hemocita se mora osloboditi i
transglutaminaza koja se uz prisutnosti kalcijevih iona krizno veze s proteinima zgrusavanja

tvore¢i duge lance, odnosno ugruske (Holdich 2002).



Ukoliko patogen uspije prodrijeti kroz ¢vrstu kutikulu raka, koja sluzi kao prva linija
obrane, i do¢i do hemolife, uz mehanizme stani¢ne imunosti aktiviraju se i mehanizmi
humoralne imunosti pri ¢emu je najbitniji sustav profenoloksidaze (proPO) (Holdich 2002).
Ako primjerice bakterija prode kroz kutikulu signalnog raka, iz njene stani¢ne stijenke ¢e se
osloboditi beta-1,3-glukan Kkoji se u plazmi veze na beta-1,3-glukan vezujuci protein (BGBP).
Ovaj kompleks se potom veze na PRP proteine (engl. Pattern recognition proteins) koji se
nalaze na membranama granulocita i semigranulocita pri ¢emu se aktivira intracelularni
signalni put (Holdich 2002). Inaktivha proPO egzocitozom izlazi iz granula hemocita te je
aktivira proPO-aktivirajuci enzim (ppA) uz prisutnost kalcijevih iona (Holdich 2002; Vazquez
i sur. 2009). Prilikom konverzije u aktivni oblik, oslobadaju se i ostale aktivne molekule
sustava poput proteinaza, inhibitora proteinaza i adhezijskih proteina koji sudjeluju u
oblaganju hifa melaninom uslijed infekcije patogenom A. astaci (Vazquez i sur. 2009).
Fenoloksidaza zatim katalizira konverziju tirozina u dihdroksifenilalanin (DOPA), a zatim i
konverziju DOPA-e u DOPA-kinon §to je prekursor melanina (Vazquez i sur. 2009).
Melanizacija, kao krajnji rezultat aktivacije proPO sustava, osim u obrani bitna je u
zacjeljivanju rana te sklerotizaciji kutikule (Holdich 2002). ProPO sustav inducira i procese
fagocitoze, enkapsulacije i nodulacije (Vazquez i sur. 2009), a kontrolu ovog sustava vrsi

pacifastin, inhibitor ppA proteinaze (Holdich 2002).

1.3.1. Patogeni i okoli$ni ¢imbenici koji izazivaju bolesti hepatopankreasa

Virusi i bakterije najée$ci su patogeni koji inficiraju hepatopankreas rakova (Edgerton
i sur. 2002; Longshaw 2011). Jedna od najslabije istrazenih skupina patogena slatkovodnih
rakova su virusi (Longshaw 2011). Neki od virusa koji su zabiljezeni su intranuklearni
baciliformni virusi koje se moze pronaéi u hepatopankreasu i crijevima rakova. Jedan od njih
je i Pacifastacus leniusculus baciliformni virus (PIBV) za kojeg se smatra da napada jezgre
stanica tubula hepatopankreasa, medutim jo§ uvijek je nedovoljno istrazen (Longshaw 2011).
Jos jedna virusna bolest je i bolest bijelih pjega rakova od koje obolijeva i signalni rak, a koju
uzrokuje White spot syndrome virus (WSSV) (Edgerton i sur. 2002; Longshaw 2011).

Bakterijske infekcije u rakova zahvacaju probavni trakt 1 probavnu Zzlijezdu
(Obradovi¢ 1988), a oCituju se agregacijom hemocita i stvaranjem nodula (Longshaw 2011).

Zabiljezene su infekcije rikecijama ili organizmima sli¢nim rikecijama (engl. Rickettsia-like



organisms, RLO) (Edgerton i sur. 2002). Infekcije rikecijama mogu biti sistemske pa tako
zahvacéaju cijelu zivotinju ili mogu biti hepatopankreasne koje su ograni¢ene samo na

hepatopankreas (Edgerton i sur. 2002).

Okoli$ni ¢imbenici Koji mogu uzrokovati fizioloSke promjene u rakova su najéesce
teSki metali i ksenobiotici poput pesticida koji se mogu nalaziti u vodama u kojima rakovi
zive ili ih rakovi mogu unijeti u organizam hranom (Holdich 2002; Kouba i sur. 2010). Od
metala, kadmij, cink, bakar, olovo i krom akumuliraju se u hepatopankreasu (Kouba i sur.
2010). Bakar i cink se kod rakova mogu pronaci u visokim koncentracijama iz razloga $to se
bakar nalazi u strukturi hemocijanina — diSnog pigmenta u hemolimfi rakova koji prenosi
kisik, a cink se nalazi u strukturi razli¢itih enzima koji utjeCu na stabilnost bioloskih molekula
(Kouba i sur. 2010). Detoksifikaciju kod rakova vrSe hepatopankreas i antenalna zlijezda
(Holdich 2002) preko sustava citokroma P450. Medutim, kako hepatopankreas i antenalna
zlijezda koriste razlic¢ite donore elektrona u procesu detoksifikacije, tako i vrSe detoksifikaciju
razli¢itih tvari. Primjerice, olovo ¢e se detoksificirati u antenalnoj Zlijezdi i izluciti urinom,
bakar i cink ¢e se nakupljati u lizosomima R-stanicama hepatopankreasa u obliku metalnih

sulfita, dok ¢ée se zeljezo nakupljati u lizosomima F-stanica hepatopankreasa (Holdich 2002).

1.3.2. Idiopatski nekrotiziraju¢i hepatopankreatitis

Nekrotiziraju¢i hepatopankreatitis je idiopatski sindrom uocen kod Skampa i jastoga
(Vincent i Lotz 2007; Shields i sur. 2012). Zivotinje koje imaju ovaj sindrom se manje hrane,
imaju mekane oklope te su letargicne. Medutim, najvece 1 najozbiljnije promjene zahvacaju
upravo hepatopankreas oboljele jedinke (Slika 3). Inficirani hepatopankreas ima smanjene
koli¢ine lipida u R-stanicama, a broj B-stanica u tubulima je drastiéno smanjen. U slucaju
jake infekcije sam organ postaje izrazito blijed te se na njemu lako mogu uociti crne linije
koje upucéuju na melanizaciju tubula (Vincent i Lotz 2007). Takve patoloske nekroze mogu
biti fokalne ili koalescente, a u okolnom tkivu vidljive su nodulacija i enkapsulacija.
Granulociti infiltriraju u okolno vezivno tkivo u nekroticnim dijelovima, a moguca je i
prisutnost apoptoti¢nih stanica. Stanice epitela prolaze metaplaziju ¢ime epitel tubula postaje

manji, a lumen se prosiruje (Shields i sur. 2012; Suong i sur. 2017).
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Slika 3. Mikroskopski prikaz zdravog (A) i nekrotiziraju¢eg hepatopankreasa signalnog raka
(B); 1 — zdravi tubul, 2 — inficirani tubul, 3 — infiltracija granulocita, 4 — granulom. HE, 10x.

Prilagodeno i preuzeto iz Suong i sur. 2017.
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2. Ciljevi istrazivanja

S obzirom da histopatoloske promjene u hepatopankreasu mogu uzrokovati fizioloske
poremecaje 1 dovesti do slabijeg skladiStenja energije Sto dugoro¢no moze utjecati na rast i

reprodukciju jedinki, a stoga i na njihov invazivni uspjeh, ciljevi ovoga istrazivanja su:

e Ocijeniti zdravstveno stanje istrazivanih jedinki signalnog raka kvalitativnom i
kvantitativnom procjenom histopatoloskih pokazatelja u hepatopankreasu.

e Ustanoviti postoje li razlike u zastupljenosti histopatoloskih promjena duz invazivnog
areala.

e Utvrditi postoji li korelacija izmedu zastupljenosti histopatoloskih promjena i

kondicijskog statusa zZivotinja te relativne zastupljenosti jedinki.
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3. Podrugje istraZivanja

Rijeka Korana je krska rijeka koja izvire u Plitvickim jezerima te pripada crnomorskom
slivu. Dugacka je 134 kilometra, a slivno podru¢je obuhvaéa 2297 km? Kod Karlovca se
ulijeva u rijeku Kupu. Najznacajniji pritoci su Mreznica i Slunjéica. Korito rijeke Korane

prekriveno je sitnim pijeskom i sedrom (Hudina i sur. 2017; NP Plitvicka jezera 2020).

Podrucje Korane karakterizira umjereno topla vlazna klima. Hidroloski rezim rijeke ovisi
o padalinama pa je u proljece i jesen vodostaj rijeke visi, dok je ljeti i zimi nizi (Gaji¢-Capka i
Zaninovi¢ 2004). Osim invazivnog signalnog raka, u Korani obitavaju tri autohtone vrste
rakova: uskoskari rak, rije¢ni rak te poto¢ni rak (Hudina i sur. 2013). Rije¢ni i poto¢ni rak
prisutni su u gornjem toku rijeke, odnosno u njenim pritokama te na Plitvickim jezerima kao
izvoriSnom dijelu rijeke Korane. PrijaSnja istraZivanja pokazala su kako je signalni rak
prisutan u donjem toku rijeke, gdje je u izravhom kontaktu s autohtonom vrstom uskoskarog
raka, a Cija populacija biljezi smanjenje upravo zbog prisutnosti invazivne strane vrste

signalnog raka (Hudina i sur. 2013).

Istrazivanje za ovaj diplomski rad je provedeno u rujnu 2018. i 2019. godine na donjem
toku rijeke koji je karakteriziran sporijim protokom s gustom makrofitskom vegetacijom, a

obala je obrasla Sumskom vegetacijom.

Jedinke invazivnog signalnog raka prikupljane su na Cetiri lokacije duz invazivnog areala u
rijeci Korani, pri ¢emu su odabrane Cetiri lokacije: uzvodna fronta Sirenja — Lucica, uzvodno
srediste areala — S¢ulac, nizvodna fronta Sirenja — Belajske poljice te nizvodno srediste areala

— Ladvenjak.
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4. Materijali i metode

Ovaj diplomski rad napravljen je u sklopu znanstveno-istrazivackog projekta ,,Promjene
sastava patogena i imunoloskog odgovora tijekom Sirenja areala uspjeSnih invazivnih vrsta
slatkovodnih rakova®“ (STRIVE, HRZZ UIP-2017-05-1720) kojega financira Hrvatska
zaklada za znanost, HRZZ.

4.1. Uzorkovanje jedinki

Jedinke su uzorkovane duz invazivnog areala signalnog raka u rijeci Korani, koji se
prema najnovijim istrazivanjima (Dragicevi¢ i sur. 2019; Slika 4) proteze duz 30 kilometara

donjeg toka rijeke Korane.
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Slika 4. Areal i §irenje signalnog raka u rijeci Korani (prema Dragigevi¢ i sur. 2019). Zuti
kvadrat — uzvodna fronta Sirenja. Plavi kvadrat — nizvodna fronta. Zeleni kvadrat — srediste

invazivnog areala.
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Jedinke su lovljene pomoc¢u LiNi vrsa (Westman i sur. 1978; Slika 5) koje su sklopive
i cilindri¢nog oblika. Cini ih metalni okvir s dva ljevkasta ulaza koji je presvu¢en mreZzom.
Vrse su selektivne za veli¢inu jedinki pa su gotovo sve jedinke signalnog raka bile vece od 6
centimetara (Souty-Grosset i sur. 2006) i spolno zrele. Vrse za lov rakova su ostavljane s
mamcem u vodi preko no¢i i pregledavane sljedeceg jutra. Za potrebe istrazivanja, minimalno
pet vrsa po lokaciji postavljeno je na uzvodnim i nizvodnim frontama Sirenja (postaje 1-2 te
10-11, Slika 4), te u sredistu invazivnog areala (postaje 4 i 8, Slika 4). Sakupljanje jedinki
provedeno je tijekom rujna jer je to razdoblje kada su i muzjaci i zenke podjednako aktivni s

obzirom da se radi o razdoblju pred parenje (Holdich 2002).

Slika 5. LiNi vr$a koriStena za lov signalnih rakova. (foto: S.Hudina)

Ulovljene jedinke autohtone vrste uskoskarog raka vracene su na mjesto nalaska, dok su
jedinke invazivne strane vrste signalnog raka transportirane na Zoologijski zavod

Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu za potrebe laboratorijskih istraZivanja.
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4.2. Morfometrijske analize i organosomatski indeksi

Vanjskim pregledom Zivotinja, jedinkama je u laboratoriju odreden spol. Pomoc¢u vage
izmjerena je ukupna masa jedinke (Ws) u gramima te masa hepatopankreasa jedinke (Whep) U
gramima. Pomocu digitalnog pomi¢nog mjerila izmjerena je ukupna duljina tijela jedinke

(TL) u milimetrima, mjerena od vrha rostruma do kraja telzona.

Dobivene mjere koriStene su za raCunanje dvaju organosomatskih indeksa kako bi se utvrdilo

kondicijsko stanje jedinki:
a) Fultonov kondicijski faktor (FCF), prema Streissl i Hodl 2002:
FCF =W/ TL?,
gdje je Wt ukupna masa jedinke u gramima, a TL ukupna duljina tijela jedinke u milimetrima.

b) Mokri hepatosomatski indeks kondicije (HSlwet), prema Luci¢ i sur. 2012:
HSIWet: Whep * 100 / Wt,

gdje je Whep masa hepatopankreasa jedinke u gramima, a W; ukupna masa jedinke u gramima.

4.3. Izrada trajnih histoloskih preparata parafinskom tehnikom

4.3.1. Fiksacija, uklapanje i rezanje tkiva

Kako bi se oCuvala morfologija hepatopankreasa, komadi¢i organa veli¢ine oko 1-2
cm?® su odmah nakon izolacije stavljeni u Bouinov fiksativ na 24 sata. Nakon fiksacije, tkiva
su stavljena u rastu¢i niz alkohola etanola (Tablica 1) kako bi se iz njih postepeno uklonila

voda, ¢ime se smanjuju oStecenja u tkivu (Mescher 2013).
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Tablica 1. Vremensko trajanje i kemikalije koristene u postupku dehidracije tkiva.

Kemikalija

Trajanje (u satima)

70%-tni alkohol 1
70%-tni alkohol 2
96%-tni alkohol
100%-tni alkohol 1
100%-tni alkohol 2

48

L

Nakon dehidracije, pristupilo se prosvijetljivanju tkiva u kojem se tkivo uranja u otapalo

koje se mijesa i s alkoholom i s paraplastom (smjesa parafina i plasticne mase) (Mescher

2013). Tkiva su u kloroformu drzana preko noéi, a u isto vrijeme paraplast je stavljen na

taljenje u termostat na 60°C do idu¢eg dana.

Cijeli postupak uklapanja u paraplast radi se u termostatu na 60°C kako bi se sprijecilo

hladenje, a time 1 stvrdnjivanje paraplasta. Takoder, ta temperatura omogucava isparavanje

kloroforma kako bi paraplast mogao prozeti cijelo tkivo (Mescher 2013). Koraci uklapanja u

paraplast prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Postupak uklapanja tkiva u paraplast.

Smjesa

Trajanje ( u minutama)

Kloroform : paraplast (1:1)
Paraplast 1
Paraplast 2

30'-60'
30'-60'
30'-60'

Nakon toga, tkiva su uklopljena u parafinske blokove za daljnju obradu. Kao kalup
koriStene su papirnate ladice. Na dno ladice pomocu igle i pincete precizno je stavljen uzorak
tkiva na nacin da ploha koja se reze bude okrenuta prema dnu ladice. Potom je preko tkiva
dodan paraplast. Svaki blok oznacen je protokolskim brojem koji je tom tkivu dodijeljen
prilikom uzorkovanja. Blokovi su ostavljeni na hladenje na sobnoj temperaturi do iduceg

dana.

Za rezanje parafinskih blokova koristen je rotacijski mikrotom (Slika 6). Blokovi su rezani
na debljinu od 7 do 8 mikrona, a dobiveni rezovi su kistom preneseni na vodenu kupelj

zagrijanu na 50°C na izravnavanje, tzv. peglanje (Slika 7). Od svakog tkiva odabrana su tri
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najkvalitetnija prereza te su oni prebaceni na predmetno stakalce prethodno premazano

glicerin bjelanjkom, oznaceni svojim protokolskim brojem te ostavljeni na susenje na sobnoj
temperaturi.

~—

Slika 6. Parafinski blok s tkivom hepatopankreasa u¢vrséen na mikrotom i pripremljen za

rezanje.

Slika 7. Izravnavanje histoloskih rezova na vodenoj kupelji.
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4.3.2. Bojenje histoloskih rezova

Svi preparati obojeni su s dvije metode. Prvo je radeno rutinsko bojenje hematoksilinom i
eozinom, a nakon §to je utvrdeno postojanje odredenih histopatoloskih pokazatelja, pristupilo
se 1 specificnoj histoloskoj metodi bojenja, modificiranoj Brown i Brenn metodi za bojanje

gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija.

4.3.2.1. Bojenje hematoksilinom i eozinom

Za bojenje preparata pomocu hematoksilina i eozina (HE) koristen je protokol prikazan u
Tablici 3. Koristene kemikalije su: ksilen, etanol (razli¢ite koncentracije), destilirana voda,
Hematoksilin H (HEMH-44/19, BioGnost) te Eozin Y 0,5%-tni alkoholni (EOYA-05-22/19,
BioGnost).

Tablica 3. Protokol za bojenje hematoksilinom i eozinom i uklop u kanadski balzam

Deparafiniranje i rehidriranje Trajanje (u minutama)
Ksilen 1 2'
Ksilen 2 2'
Ksilen 3 2'
100%-tni alkohol 1 5
100%-tni alkohol 2 3
96%-tni alkohol 2'
Destilirana voda 2'
Bojenje Trajanje (u minutama)
Hematoksilin H 3
Kratki uron u destiliranu vodu -
Tekuéa voda 3
Uron u destiliranu vodu -
96%-tni alkohol 30"
Eozin 0,5% 20"
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Tablica 3. Nastavak.

Dehidriranje Trajanje (uroni)
96%-tni alkohol 1 10-15 urona
96%-tni alkohol 2 10-15 urona
100%-tni alkohol 1 10-15 urona
100%-tni alkohol 2 10-15 urona
100%-tni alkohol 3 10-15 urona

Prosvjetljivanje Trajanje (u minutama)
Ksilen 3 2
Ksilen 4 2'

Uklop u kanadski balzam

4.3.2.2. Modificirana Brown i Brenn metoda za bojenje gram-pozitivnih i gram-

negativnih bakterija

Stani¢na stijenka gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija sadrzi peptidoglikan te
¢e zbog toga obje vrste bakterija na sebe primiti boju kristal violet. Medutim, stijenka gram-
negativnih bakterija ima i sloj lipopolisaharida te ¢e zbog toga gram-negativne bakterije na
sebe primiti i boju bazi¢ni fuksin (Microbe Online 2020). Pod svjetlosnim mikroskopom
gram-negativne bakterije na preparatu su obojene crveno, a gram-pozitivne plavom bojom.
Jezgre u tkivu su takoder obojene crveno, a pozadinsko tkivo (medustani¢na tvar) je zuto. S
obzirom da su i dijelovi melanina pokazivali pozitivnhu crvenu reakciju, gram-negativne
bakterije nisu mogle biti sa sigurno$¢u detektirane pa su u analize ukljuene samo gram-
pozitivne bakterije. Protokol bojenja prikazan je u Tablici 4, a koriStene kemikalije te

postupak pripreme otopina u Prilogu 1.
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Tablica 4. Protokol bojanja po modificiranoj Brown i Brenn metodi i izrade trajnih histoloskih

preparata
Deparafiniranje i rehidriranje Trajanje (u minutama)
Ksilen 1 2'
Ksilen 2 2'
Ksilen 3 2'
100%-tni alkohol 1 5
100%-tni alkohol 2 3
96%-tni alkohol 2'
Destilirana voda 2'
Bojenje Trajanje (u minutama)
Modificirana Hucker-Conn otopina 2'
Brzo isprati u dvije izmjene destilirane vode.
Modificirana Gramova otopina joda 1

Brzo isprati u dvije izmjene destilirane vode. Pokupiti visak vode sa stakalca.
Uroniti u otopinu etanol — aceton dok se plava boja ne prestane ispirati s preparata.

Isprati u dvije izmjene destilirane vode, nekoliko urona u svaku izmjenu.

Radna otopina bazi¢nog fuksina 30"
Isprati u dvije izmjene destilirane vode, nekoliko urona u svaku izmjenu.
Prosvjetljivanje Trajanje
Aceton 5"
Otopina pikrinske kiseline i acetona 10"
Otopina aceton — ksilen Nekoliko urona
Ksilen Po 1 uron u 4 izmjene

Uklop u kanadski balzam

4.4. Mikroskopiranje trajnih histoloskih preparata hepatopankreasa

Pripremljeni histoloSki preparati analizirani su svjetlosnim mikroskopom (Nikon
Eclipse E600). Za HE preparate koristeno je povecanje 100X, a za preparate pripremljene
modificiranom Brown i Brenn metodom koristena su povecanja 200X i 400x. Histopatoloske

promjene kvantificirane su na 10 nasumi¢no odabranih testnih polja na HE preparatima svake
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jedinke, te su polja fotografirana digitalnom kamerom (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Germany) pomoc¢u ZEN2 Lite programa. Za obradu fotografija (dodavanje mjerne skale,
grafickih elemenata te postavke za ravnotezu bijele boje) koristeni su programi ZEN2 Lite te

GIMP 2.10.18.

Opc¢e histopatolosko stanje utvrdeno je tako Sto se svako testno polje ocjenjivalo prema
stupnju histoloskih oSte¢enja od 1 do 4 (prema Shields i sur. 2012) kako bi se ustanovile
blage, srednje i ozbiljne promjene u tkivu hepatopankreasa. Ocjena 1 oznacavala je zdravo
tkivo, ocjena 2 oznacavala je tkivo s patolo§kim promjenama koje zahvacaju do 25% povrsine
promatranog tkiva. Ocjena 3 oznacavala je promjene koje zahvacaju 25% do 75%
promatranog tkiva, a ocjena 4 je oznacavala teske histopatoloske promjene na vise od 75%
tkiva (Shields i sur. 2012). Histopatoloske promjene definirane su kao prisutnost jednog ili
viSe patoloskih ¢imbenika, a sami ¢imbenici podijeljeni su na teSke i lakSe histopatoloske
promjene ¢ija prisutnost se potom biljezila na svih 10 testnih polja svakog napravljenog
preparata. Postojanje fokalnih i1 multifokalnih (koalescentnih) nekroza, nodulacija i
enkapsulacija uz melanizaciju tubula oznacavali su teSke histopatoloske promjene tkiva, dok
su lakSe promjene bile atrofiranje epitelnog tkiva kanali¢a uz proSirene lumene kanalica,
promjene u sastavu stanica kanali¢a i naruSavanje integriteta samih kanali¢a te prisutnost
upalnih stanica. Na preparatima izradenim modificiranom Brown i Brenn metodom biljezena

je prisutnost gram-pozitivnih (plavih) bakterija na preparatima svake jedinke.

4.5. Statisticka obrada podataka

Za grafi¢ku 1 statisticku obradu podataka koriSteni su programi Microsoft Excel 2010

(Microsoft Corporation 2010) i Statistica 13.3.0 (Statsoft Inc. 2017).

Prikupljeni morfometrijski podaci o jedinkama signalnog raka opisani su standardnim
deskriptivnim statistickim parametrima (srednja vrijednost, minimum, maksimum, standardna
devijacija). Radi to¢nog odabira metoda za daljnje statisticke analize prikupljenih podataka,
testirano je jesu li dobiveni podaci normalno distribuirani. Vrijednosti testova normalnosti
navedene su u Prilogu 2. Kako podaci niti nakon adekvatnih transformacija, a to su
logaritamska transformacija kontinuiranih podataka te korijen kvadrata za kategoricke
podatke (McDonald 2014), nisu pripadali normalnoj raspodjeli, za statisticke analize koristeni

su iskljucivo neparametrijski testovi (McDonald 2014). Prije provodenja testova, a na osnovu

23



ocjena histoloskih oStecenja testnih polja, izracunata je prosjeCna ocjena histopatoloSkog
stanja za svaki uzorak te prosje¢no stanje teskih i laksih histopatoloskih promjena za svaki

uzorak hepatopankreasa.

Za testiranje korelacije izmedu histopatoloskih promjena hepatopankreasa i
organosomatskih indeksa koji su pokazatelj kondicijskog statusa jedinke koriSten je
Spearmanov koeficijent korelacije. Za usporedbu kondicijskog stanja jedinki izmedu spolova
koriSten je Mann-Whitney U test. Za provjeru ucestalosti histopatoloSkih promjena te
prisutnosti gram-pozitivnih bakterija izmedu spolova te izmedu lokacija fronti Sirenja i

sredista areala koristen je hi-kvadrat test s Yatesovom korekcijom.

Ako je pri testiranju razlika izmedu spolova dobiven rezultat koji ukazuje da postoji
statistiCki znacajna razlika, analize su radene odvojeno za muski i Zenski spol. Ukoliko nije
postojalo statisticki znacajne razlike, podaci za spolove su objedinjeni. Jednako je ucinjeno s
testiranjem razlika izmedu uzvodnih i nizvodnih lokacija fronti $irenja, odnosno sredista

areala.

U svim provedenim testovima razina znacajnosti bila je 5% (p < 0,05).
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5. Rezultati

Za potrebe istrazivanja u okviru ovog diplomskog rada prikupljene su 73 jedinke

signalnog raka, od toga je 40 Zenki i 33 muZjaka. 40 jedinki prikupljeno je iz srediSta areala, a

33 jedinke s fronti Sirenja. Najveca uhvacena jedinka signalnog raka bila je duga 141,45 mm,

a najmanja 84,12 mm. Najveca zabiljezena teZina jedinke iznosila je 92,99 g, a najmanja

17,17 g dok je najtezi hepatopankreas imao 4,33 g, a najlaksi samo 0,37 g. Svi podaci

dobiveni provedenim standardnim deskriptivnim statistiCkim parametrima prikazani su u

Tablici 5.

Tablica 5. Dobiveni standardni statisticki parametri za prikupljene morfometrijske podatke o

jedinkama signalnog raka. TL — duzina tijela jedinke. W; — teZina jedinke. Whep — teZina

hepatopankreasa
Minimum Maksimum  Srednja vrijednost ~ Standardna devijacija
TL (mm) 84,12 141,45 109,15 12,36
W (9) 17,17 92,99 44,91 16,13
Whep (9) 0,37 4,33 1,84 0,66

5.1. Analiza histopatoloskih promjena hepatopankreasa

Pregledom histoloSkih preparata hepatopankreasa signalnih rakova ustanovljene su

ucestale 1 ozbiljne nekroti¢ne lezije u tkivu, koje su odgovarale makroskopski ustanovljenim

promjena na hepatopankreasu, tj vidljivo melaniziranim tubulima (Slika 8).
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Slika 8. Makroskopski vidljivi melanizirani tubuli hepatopankresa signalog raka iz

rijeke Korane.

Ustanovljeni histopatoloski pokazatelji su kategorizirani kao idiopatski jer glavni uzrok
navedenih promjena zasad jo$ nije poznat. Utvrdene histopatoloske promjene ukljucivale su
nakupljanje teku¢ine (edeme) u intersticiju izmedu kanali¢a hepatopankreasa, cesto
nakupljanje upalnih stanica u vezivu i oko krvnih sinusa te promjene u epitelu tubula
(odljepljivanje stanica, nedostatak odredenih tipova stanica, nabrana bazalna membrana).
Takoder je ustanovljeno formiranje nodula i enkapsulacija od mnogoslojnih stanica veziva i
hemocita koji okruzuju nekrotizirajuée tkivo. ZapaZeni znakovi nekroze na pojedinim
uzorcima ukljudivali su Kkariolizu stanica (propadanje stani¢ne jezgre), karioreksu
(fragmentiranje jezgre), kariomegaliju (abnormalno poveéane jezgre) i multinuklearne
stanice. Kao najtezi 1 zadnji stupanj imunosnog odgovora organizma zabiljezena je

melanizacija tubula koja dovodi do disfunkcije i odumiranja tubula.

Kako bi se dobio uvid u kvantitativne promjene unutar hepatopankreasa analiziranih
jedinki, svakoj jedinki signalnog raka dodijeljena je ocjena opéeg histopatoloskog stanja od 1
do 4, s obzirom na udio tkiva na kojem su utvrdene patoloske promjene. Dobiveni rezultati,
prikazani na Slici 9, pokazali su kako znacajan udio analiziranih rakova (64%) ima vise od

25% tkiva hepatopankreasa koje je zahvaceno patoloskim promjenama, pri ¢emu 14%
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zivotinja pokazuje jake protuupalne reakcije 1 patoloS8ke promjene na visSe od 75% tkiva
hepatopankreasa signalnih rakova.

40

37
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25
25

20

15

Broj jedinki (N)

10
10

0% <25% 25% - 75% >75%
Postotak tkiva hepatopankreasa s histopatoloskim promjenama

Slika 9. Ocjena opceg histopatoloskog stanja hepatopankreasa jedinki signalnog raka u rijeci
Korani, s obzirom na kvantifikaciju zdravog tkiva (0% utvrdenih patoloskih pokazatelja) i
tkiva zahvacenog histopatoloskim promjenama u odredenom postotku (<25%, 25-75%,

>75%).

Kako bi se mogla analizirati ozbiljnost zdravstvenog stanja zivotinja s obzirom na stanje
hepatopankreasa, zabiljeZene histopatoloske promjene grupirane su u dvije skupine: (1) teske
promjene koje podrazumijevaju veée patolosSke promjene u tkivu kao rezultat duzeg izlaganja
patogenu ili okoliSnom ¢imbeniku i (2) lakSe, pocetne promjene koje oznacavaju pocetak
upalnog procesa i kratkotrajnije izlaganje. Dok su laks$e patoloske promjene poput promjena u
sastavu epitelnih stanica i nakupljanje upalnih stanica u tkivu ustanovljene kod vecine
zivotinja (89%), teZa stanja zabiljeZena su s neSto manjim udjelom u analiziranim jedinkama
(fokalna nekroza 53%, melanizacija tubula 50%; Tablica 6). Izgled ustanovljenih laksih i

teskih histopatoloskih promjena tkiva hepatopankreasa vidljiv je na Slici 10.
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Tablica 6. Broj jedinki signalnog raka u rijeci Korani kod kojih su zabiljezene histopatoloSke

promjene u hepatopankreasu, uz klasifikaciju ustanovljenih promjena na lakse ili teze.

Histopatoloska promjena Broj i udio jedinki sa
hepatopankreasa zamije¢enom promjenom
Fokalna nekroza 39 (53%)
Multifokalna nekroza Teske 19 (26%)
Nodulacija i enkapsulacija promjene 34 (47%)
Melanizacija 37 (51%)
Atrofiranje epitela kanali¢ca uz proSirene lumene

73 (100%)
kanalica

Lakse
Promjene sastava stanica kanali¢a ) 66 (90%)
_ o _ promjene

Prisutnost odljepljenih stanica u lumenu tubula 52 (71%)
Nakupljanje upalnih stanica 65 (89%)
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Slika 10. Prikaz zdravog tkiva hepatopankreasa (A) signalnih rakova iz rijeke Korane i

utvrdenih laksih (B i C) histopatoloskih promjena i tezih (D, E, F). A — zdrav hepatopankreas.
B — lakse histopatoloske promjene; 1 — atrofiran epitel, 2 — prosiren lumen, 3 — odljepljene
stanice u lumenu. C — infiltracija granulocita. D — nodulacija i enkapsulacija. E — fokalna

nekroza i melanizacija. F — multifokalna nekroza i melanizacija. HE, mjerna skala: 100 pum
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Nakupine gram-pozitivnih bakterija (Slika 11) uocene su na 32 uzorka hepatopankreasa, ali su

detektirane u manjim koli¢inama.

20 pm

Slika 11. Gram-pozitivne bakterije (plavo) unutar fokalne nekroze tubula hepatopankreasa

signalnog raka iz rijeke Korane.

5.2. Korelacija izmedu histopatoloskih promjena i kondicijskog statusa

jedinke

Za testiranje korelacije izmedu tezih i lakSih histopatolosih promjena te

organosomatskih indeksa koji upucuju na kondicijski status jedinke koriSten je Spearmanov

koeficijent korelacije. Rezultati su pokazali kako postoji zna¢ajna negativna korelacija izmedu

utvrdenih tezih histopatoloskih promjena i hepatosomatskog indeksa kondicije (Tablica 7).
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Tablica 7. Korelacija histopatoloskih ~ promjena i  organosomatskih  indeksa
(statisticki znaCajan rezultat je podebljan). FCF — Fultonov kondicijski faktor. HSI —

hepatosomatski indeks.

Spearmanov koeficijent korelacije

Varijabla FCF HSI
Prosje¢no opce histopatolosko stanje -0,1075 -0,1974
Teske histopatoloske promjene -0,1409 -0,2517
Lakse histopatoloske promjene -0,1744 -0,2193

5.3. Usporedba mjerenih parametara izmedu spolova

Usporedba kondicijskog stanja jedinki izmedu spolova, pomo¢u Mann-Whitney U testa
(Tablica 8) pokazala je kako postoji znacajna razlika izmedu kondicijskog stanja muZzjaka i
zenki, odnosno kako su muzjaci u boljoj kondiciji od zenki (Slika 12), dok se ostali parametri

nisu znacajnije razlikovali izmedu spolova.

Tablica 8. Rezultati Mann — Whitney U testa koji pokazuju razliku izmedu spolova za opce
histopatolosko stanje i dva organosomatska indeksa (statisticki znaajan rezultat je
podebljan). FCF — Fultonov kondicijski faktor. HSI — hepatosomatski indeks.

Mann — Whitney U test, grupirajuca varijabla: spol

U Z p-vrijednost N Zenke N muZjaci
Opce histopatolosko 595,50000 -0,3574 0,7203 38 33
stanje
FCF 115,0000 -5,8969  <<0,0001 38 33
HSI 547,0000 -0,9165 0,3594 38 33
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Slika 12. Prikaz razlike Fultonovog kondicijskog faktora (FCF) izmedu dvaju spolova

signalnog raka u rijeci Korani. Statisticki znacajna razlika oznacena zvjezdicom (*).

Za provjeru ucestalosti idiopatskih teskih i laksih histopatoloskih promjena izmedu spolova
proveden je hi-kvadrat test s Yatesovom korekcijom. Rezultati za laksa stanja (Tablica 9,
Slika 13) su pokazali kako ne postoji statisticki znacajna razlika ucestalosti laksih
histopatoloskih promjena izmedu spolova. Medutim, razlika izmedu spolova u ucestalosti
teSkih histopatoloskih promjena (Tablica 9) je statisticki znacajna te je na Slici 13 vidljivo

kako su se teske histopatoloske pojave cesc¢e javljale kod Zenki nego kod muzjaka.

Tablica 9. Rezultati hi-kvadrat testa za provjeru ucestalosti idiopatskih laksih i teskih
histopatoloskih promjena hepatopankreasa izmedu spolova analiziranih jedinki signalnog raka

iz rijeke Korane (statisticki zna¢ajan rezultat je podebljan).

Lakse idiopatske histopatoloske promjene

Varijabla Spol
Vrijednost y2 0,1083
p-vrijednost 0,7421
Teske idiopatske histopatoloske promjene
Varijabla Spol
Vrijednost y2 41,1634
p-vrijednost <<0,0001
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Slika 13. Ucestalost idiopatskih teskih i laksih histopatoloskih promjena hepatopankreasa

analiziranih signalnih rakova iz rijeke Korane, prikazana prema spolovima.

5.4. Usporedba histopatoloskih promjena duz invazivnog arcala

5.4.1. Opce histopatolosko stanje

Kako nije postojala statisticki znacajna razlika izmedu spolova u ovom parametru
(Tablica 8), analize su provedene s objedinjenim podacima za muzjake 1 Zenke. Najprije su
ispitane razlike u opéem histopatoloskom stanju izmedu uzvodnih i nizvodnih lokacija
srediSta areala te fronte Sirenja. Kako nije bilo statisticki znacajnih razlika u opcéem
histopatolo§kom stanju izmedu lokacija sredista (p = 0,2163) niti fronte (p = 0,5568), podaci
za srediSte areala i frontu su objedinjeni i analizirani zajedno. Opce histopatolosko stanje nije

se razlikovalo duz invazivnog areala (p = 0,2467).
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5.4.2. Lakse histopatoloske promjene

Kako nije postojala statisticki znacajna razlika ucestalosti lakSih histopatoloskih
promjena izmedu spolova, radene su analize s objedinjenim podacima za muzjake i Zenke.
Rezultati su pokazali kako u srediStu areala nema statistiCki znacajne razlike u pojavi
spomenutih idiopatskih histopatoloskih stanja izmedu nizvodnih i uzvodnih lokacija, te su
podaci objedinjeni. Ista analiza provedena je za nizvodne i uzvodne lokacije fronte Sirenja te

su rezultati bili statisti¢ki znacajni (Tablica 10).

Tablica 10. Rezultati hi-kvadrat testa za provjeru ucestalosti laksih histopatoloskih promjena
izmedu nizvodnih i uzvodnih lokacija sredista areala te izmedu nizvodnih i uzvodnih lokacija

fronte Sirenja signalnog raka u Korani (statisticki znacajan rezultat je podebljan).

Lakse histopatoloske promjene, srediste arcala

Varijabla Tok (nizvodno — uzvodno)
Vrijednost 2 2,7261
p-vrijednost 0,0987

Lakse histopatoloske p

romjene, fronta Sirenja

Varijabla
Vrijednost 2

p-vrijednost

Tok (nizvodno — uzvodno)
7,8297
0,0051

Stoga je napravljena analiza ucestalosti histopatoloskih promjena izmedu sredista

areala te uzvodne i nizvodne fronte Sirenja. Rezultati su pokazali kako je razlika u pojavi

laksih histopatoloskih promjena izmedu sredi
(Tablica 11).

Sta areala 1 fronte Sirenja statisticki znacajna
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Tablica 11. Rezultati hi-kvadrat testa za provjeru ucestalosti lakSih histopatoloskih promjena
izmedu sredi$ta areala i fronte $irenja signalnog raka u Korani (statisticki znacajan rezultat je

podebljan).

Lakse histopatoloske promjene duz invazivnog areala

Varijabla Lokacija (srediste areala — nizvodne lokacije

fronte Sirenja — uzvodne lokacije fronte

Sirenja)
Vrijednost 2 20,9570
p-vrijednost <<0,0005

Na Slici 14 je vidljivo kako je ucestalost laksih histopatoloskih promjena veca u sredistu
areala u odnosu na fronte Sirenja, pri ¢emu je najmanja ucestalost bila na uzvodnoj fronti

Sirenja.
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Lakse histopatoloske promjene hepatopankreasa

Slika 14. Ucestalost laksih histopatoloskih promjena hepatopankreasa kod signalnih rakova

duz invazivnog areala u rijeci Korani.
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5.4.3. Teske histopatoloske promjene

Kako je razlika ucestalosti teSkih histopatoloskih promjena izmedu spolova bila
statisticki znacajna, daljnje analize radene su odvojeno za muzjake i zenke. Analize su
pokazale kako kod Zenki postoji statisticki znacajna razlika izmedu uzvodnih i nizvodnih
lokacija sredista areala, dok je razlika kod muZzjaka statisticki znacajna i na srediStu areala i na

fronti Sirenja (Tablica 12).

Tablica 12. Rezultati hi-kvadrat testa za provjeru ucestalosti teskih histopatoloskih promjena
kod zenki i muzjaka signalnog raka izmedu nizvodnih i uzvodnih lokacija srediSta areala u te
izmedu nizvodnih i uzvodnih lokacija fronte Sirenja u rijeci Korani (statisticki znacajan

rezultat je podebljan).

Teske histopatoloske promjene, srediste arcala, Zenke

Varijabla Tok (nizvodno — uzvodno)
Vrijednost 2 38,4487
p-vrijednost <<0,0001
Teske histopatoloske promjene, fronta Sirenja, zenke
Varijabla Tok (nizvodno — uzvodno)
Vrijednost y2 0,3777
p-vrijednost 0,5388
Teske histopatoloske promjene, srediste areala, muzjaci
Varijabla Tok (nizvodno — uzvodno)
Vrijednost y2 90,8930
p-vrijednost <<0,0001
Teske histopatoloske promjene, fronta Sirenja, muzjaci
Varijabla Tok (nizvodno — uzvodno)
Vrijednost y2 6,9231
p-vrijednost 0,0085

Naposljetku je kod kod oba spola ustanovljena statisticki znacajna razlika u pojavi

teskih histopatoloskih promjena izmedu sredista areala i fronte Sirenja (Tablica 13).
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Tablica 13. Rezultati hi-kvadrat testa za provjeru ucestalosti teskih histopatoloskih promjena
kod Zenki i muzjaka signalnog raka izmedu sredista areala i fronte Sirenja U rijeci Korani

(statisti¢ki znacajan rezultat je podebljan).

Teske histopatoloske promjene duz invazivnog areala, Zenke

Varijabla Lokacija (nizvodne lokacije sredista areala —

uzvodne lokacije srediSta areala — fronta

Sirenja)
Vrijednost y2 149,4873
p-vrijednost <<0,0001
Teske histopatoloske promjene duz invazivnog areala, muZzjaci, nizvodne lokacije
Varijabla Lokacija (srediste areala — fronta Sirenja)
Vrijednost 2 27,8346
p-vrijednost <<0,0001
Teske histopatoloske promjene duz invazivnog areala, muZzjaci, uzvodne lokacije
Varijabla Lokacija (srediste areala — fronta Sirenja)
Vrijednost y2 57,0334
p-vrijednost <<0,0001

Na Slici 15 je vidljivo kako se u oba spola teSke histopatoloske promjene Cesce
javljaju u srediStu areala u odnosu na frontu Sirenja, pri ¢emu je kod Zenki ucestalost teskih
histopatoloskih promjena bila najveéa na nizvodnoj lokaciji sredista areala, a kod muzjaka na

uzvodnoj lokaciji srediSta areala.

37



e 250

<

= 209

N

= 200

&

S £

2=

p B 150

8 e

£ 2

© S 100 7

o] (2]

oL

D 49

o 45

< 50 33

(:,5) 22

= 7 9

o 0

ZENKE MUZJACI

NIZVODNE LOKACIJE SREDISTA AREALA m UZVODNE LOKACIJE SREDISTA AREALA
NIZVODNE LOKACIJE FRONTE SIRENJA UZVODNE LOKACIJE FRONTE SIRENJA

Teske histopatoloske promjene hepatopankreasa

Slika 15. Ucestalost teskih histopatoloskih promjena kod zenki i muzjaka signalnog raka duz

invazivnog areala u rijeci Korani.

5.5. Analiza prisutnosti gram-pozitivnih bakterija

Analiza prisutnosti gram-pozitivnih bakterija izmedu spolova pokazala je kako ne
postoji statisticki znacajna razlika pojave gram-pozitivnih bakterija kod muzjaka i kod zenki
(x2=0,2403, p=0,6240).

Usporedena je prisutnost gram-pozitivnih bakterija na nizvodnim i uzvodnim
lokacijama fronti Sirenja te na nizvodnim i uzvodnim lokacijama sredista areala. Analiza
fronte Sirenja pokazala je kako ne postoji statisticki znacajna razlika pojave gram-pozitivnih
bakterija izmedu nizvodnih i uzvodnih lokacija te su ti podaci objedinjeni dok je analiza
srediSta areala pokazala kako postoji statisticki znacajna razlika izmedu nizvodnih i uzvodnih

lokacija (Tablica 14).
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Tablica 14. Usporedba prisutnosti gram-pozitivnih bakterija kod signalnog raka izmedu
nizvodnih i uzvodnih lokacija sredista areala te izmedu nizvodnih i uzvodnih lokacija fronte

sirenja U rijeci Korani (statisticki znacajan rezultat je podebljan).

Gram-pozitivne bakterije, srediSte areala

Varijabla Tok (uzvodno — nizvodno)
Vrijednost y2 5.0522
p-vrijednost 0.0246
Gram-pozitivne bakterije, fronte Sirenja
Varijabla Tok (uzvodno — nizvodno)
Vrijednost y2 0.0179
p-vrijednost 0.8935

Usporedba prisutnosti gram-pozitivnih bakterija na fronti te uzvodnom i nizvodnom sredistu
areala pokazala je kako je razlika statisticki znaCajna, pri ¢emu je najvea prisutnost

zabiljezena na nizvodnoj lokaciji srediSta areala (Tablica 15, Slika 16).

Tablica 15. Usporedba prisutnosti gram-pozitivnih bakterija kod signalnog raka izmedu

sredista areala i fronte Sirenja u rijeci Korani (statisticki znacajan rezultat je podebljan).

Gram-pozitivne bakterije duz invazivnog areala

Varijabla Lokacija (nizvodne lokacije sredista areala —

uzvodne lokacije sredista areala — fronta

Sirenja)
Vrijednost y2 9,4703
p-vrijednost 0,0089
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Slika 16. Ucestalost prisutnosti gram-pozitivnih bakterija kod jedinki signalnog raka duz

invazivnog areala u rijeci Korani.
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6. Rasprava

Ovo istrazivanje je prvo istrazivanje koje je sustavno analiziralo i utvrdilo postojanje
ovako ozbiljnih histopatoloskih promjena u populacijama invazivne strane vrste signalnog
raka. lako su promjene trenutno klasificirane kao idiopatske, ovo istrazivanje daje prvi uvid u
zdravstveno stanje populacije ove uspjesne invazivne strane vrste te se daljnjim monitoringom
treba pokusati utvrditi imaju 1i zabiljeZene promjene utjecaj na Sirenje ove vrste. Istrazivanje
je radeno na uzorku od 73 spolno zrelih jedinki s obzirom da su koristene LiNi vrse koje
selektivno love jedinke vece od 6 cm (Souty-Grosset i sur. 2006), a jedinke spolnu zrelost
postizu pri duZini tijela 6-9 cm (Johnsen i Taugbgl 2010; Souty-Grosset i sur. 2006, GISD
2020). Omijer spolova bio je priblizno isti (1,2:1, Zenke:muzjaci) s obzirom da je istrazivanje

radeno u razdoblju pred parenje kada su i muZzjaci i zenke jednako aktivni (Holdich 2002).

6.1. HistopatoloSke promjene hepatopankreasa

Hepatopankreas signalnog raka ima viSestruke uloge (Vogt 2019), ali je glavna ta da
sluzi kao glavni energetski rezervoar (Luci¢ i sur. 2012). Osim toga sudjeluje u sintezi raznih
tvari i molekula, ekskreciji, presvlacenju (Gibson i Barker 1979) te detoksifikaciji (Holdich
2002). Stoga promjene u gradi ovog organa mogu znatno utjecati na njegovu funkciju i na
cjelokupan zdravstveni 1 kondicijski status jedinke, $to dugorocno utjeCe na rast i
reprodukciju, a time i daljnje Sirenje Citave populacije. Ovim istrazivanjem zabiljeZene su
znacajne histopatoloSke promjene hepatopankreasa signalnog raka duz cijelog invazivnog
areala u rijeci Korani, koje su mjerene koristenjem nekoliko parametara: opée histopatolosko
stanje jedinke, kvalitativna i kvantitativna analiza teskih i laksih histopatoloskih promjena te

prisutnost gram-pozitivnih bakterija.

Ocjene opceg histopatoloskog stanja jedinki od 1 do 4 na temelju histoloskih oste¢enja
hepatopankreasa (prema Shields i sur. 2012) pokazale su kako je samo jedna od prikupljenih
jedinki na podrucju rijeke Korane bila zdrava, odnosno dobila je ocjenu 1 $to upucuje na to da
se radi o velikoj raSirenosti ovakve vrste oboljenja unutar populacije signalnog raka. Najvise
jedinki dobilo je ocjenu 3 koja je oznaCavala ozbiljne histopatoloSske promjene u

hepatopankreasu, u opsegu izmedu 25% i 75% zahvacenog tkiva. U literaturi nema podataka
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o histopatoloskom stanju hepatopankreasa slatkovodnih rakova ocjenjenom na ovaj nacin.
Kako ne postoji uskladena metodologija za klasifikaciju ovakvih promjena, u literaturi postoje
opisi sli¢nih stanja pod drugim imenima (granulom) koji su ustanovljeni kod slatkovodnih
europskih rakova (Astacus astacus), ali na vrlo malom broju jedinki koje su drZane u
laboratoriju (Vogt i Rug 1996). Podaci za morske vrste desteronoznih rakova su takoder
ograniceni te se pretezito radi o ocjeni nekih drugih stanja, poput epizootske bolesti oklopa

kod jastoga koju su na ovaj nacin ocjenjivali Shields i sur. (2012).

Od laksih histopatoloskih stanja, kod svih istrazivanih jedinki zabiljeZeno je atrofiranje
epitela kanali¢a (Gibson i Barker 1979) uz prosirene lumene kanali¢a. S velikom ucestalo§¢u
zabiljezene su i ostale lakSe histopatoloske promjene kao Sto su promjene sastava stanica
kanalic¢a, odljepljene stanice u lumenu tubula te nakupljanje granulocita (Vincent i Lotz 2007;
Shields i sur. 2012). Od teskih histopatoloskih promjena, Shields i sur. (2012) u istrazivanju
jastoga zabiljezili su prisutnost fokalne nekroze kod samo 9% jedinki, dok je u ovom
istrazivanju ona zabiljeZena kod nesSto vise od polovice ispitanih jedinki signalnog raka
(53%). Takoder Shields i sur. (2012) multifokalnu nekrozu pronalaze kod samo 6% jedinki,
dok je ovim istraZivanjem ista pojava zabiljeZena kod 26% jedinki. Nodulacija i enkapsulacija
(47%) te melanizacija (51%) pojedinih ili ponekad viSestrukih tubula hepatopankreasa su
zabiljezene kod neSto manje od pola proucavanih jedinki u ovom istrazivanju (Tablica 6).
Uzajamna pojavnost ovih patoloskih procesa u analiziranim uzorcima pokazuje da se
melanizacija Cesto javlja uz nodulaciju i enkapsulaciju §to je posljedica aktivacije proPO
sustava (Holdich 2002; Vazquez i sur. 2009; Vogt 2019). Sve uocene i zabiljezene
histopatoloSke promjene hepatopankreasa istrazivanih jedinki upucuju kako bi se kod ovih
jedinki moglo raditi o akutnom nekrotizirajuéem hepatopankreatitisu (Vincent i Lotz 2007;
Shields i sur. 2012; Suong i sur. 2017), medutim potrebna su daljnja istrazivanja kojima bi se
potvrdila sama bolest, a posebice njen uzro¢nik. Navedena bolest izaziva najvece probleme u
akvakulturnom uzgoju Skampa, jer se Zivotinje zbog atroficnog hepatopankreasa ne mogu

hraniti, $to u pocetku izaziva letargiju i usporen rast, a naposljetku i smrt (Hong i sur. 2016).

6.2. Korelacija histopatoloskih promjena i kondicijskog stanja jedinki

Kako je ve¢ spomenuto, loSe stanje hepatopankreasa odrazava se na cjelokupno stanje

jedinke, a ponajvise na njen kondicijski status (Holdich 2002). Rezultati su pokazali znacajnu
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negativnu korelaciju izmedu teskih histopatoloskih stanja 1 hepatosomatskog indeksa,
odnosno $to je veca ucestalost teskih histopatoloskih promjena, to ¢e hepatosomatski indeks
imati manju vrijednost tj. jedinka ¢e biti u losijoj kondiciji. Ovakav rezultat u skladu je s
ocekivanim s obzirom da teSke histopatoloske promjene uvelike narusavaju strukturu
hepatopankreasa (Vincent i Lotz 2007; Suong i sur. 2017) ¢ime on gubi svoju glavnu funkciju
skladiStenja glikogena i lipida kao izvora energije (Holdich 2002; Luci¢ i sur. 2012). Stoga je
bilo za ocekivati da Ce teza histopatoloska oSteCenja umanjiti funkcionalnost hepatopankreasa

Sto rezultira losijim kondicijskim statusom jedinki.

6.3. Razlike medu spolovima

Promatraju¢i kondicijsko stanje izmedu spolova, rezultati dobiveni analizirajuci
Fultonov kondicijski faktor pokazali su kako su muzjaci u boljoj kondiciji od Zenki $to je u

skladu s dosadasnjim rezultatima (Luci¢ i sur. 2012; Rebrina i sur. 2015).

Analiza pojave laksih histopatoloskih promjena pokazala je kako se one s podjednakom
ucestaloscu javljaju kod muzjaka i kod zenki, dok su teze histopatoloske pojave ucestalije kod
zenki. Rebrina i sur. (2015) ustanovili su da muzjaci prvi odlaze na fronte s ciljem Sirenja
populacije jer su agresivniji u borbi za resurse i staniSte od Zenki, a Zenke viSe zaostaju u
srediStu areala gdje je gustoca populacije veéa. Moguce je da upravo zbog vece gustoce
populacije i smanjene koli¢ine resursa jedinke ¢e$¢e ulaze u kompetitivne interakcije koje su
energetski zahtjevne te mogu rezultirati ozljedama, §to sveukupno moze naruSiti imunitet i
kondicijski status jedinke ¢ineci ih podloZnijim infekcijama patogena i pojavi laksih i tezih
histopatoloskih oSte¢enja. Kako Zenke nose jaja i mlade, Sto takoder zahtjeva utroSak energije,
moguce je da upravo zbog tog ulaganja energije u reprodukciju mogu biti u kondicijski i
imunoloS§ki nepovoljnijem statusu te samim time biti 1 podloZnije histopatoloskim oSte¢enjima

hepatopankreasa.

Osim navedenog, ne moze se iskljuciti ni spolni dimorfizam u imunoloSkom odgovoru
rakova, koji postaje sve istaknutiji kao bitan faktor u imunom sustavu, i sve se viSe prepoznaje
u zivotinjskom svijetu. Istrazivanje od Belmonte i sur. (2020) pokazuje izraziti spolni
dimorfizam vinske musice koji je izrazen na razini ponasanja, ishrane, metabolizma (prometa
lipida), ali i stanicnog odgovora organizma, pa muZzjaci vinskih musica pokazuju losiji imuni

odgovor na virusne infekcije dok zenke vise stradavaju zbog gljivi¢nih infekcija. lako su
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podaci dosta ograniCeni, istrazivanja pokazuju da razlike postoje u aktivnosti fenoloksidaze za
koju se pretpostavlja da je osim u imunitetu dodatno ukljucena i u reprodukciju, u izgradnju
jajnih ovojnica kukaca (Kelly i sur. 2018). Iako je imuni odgovor u zivotinjskom svijetu ¢esto
viSe izrazen u zenki, pogotovo u odraslih jedinki, nema jedinstvenog i zajednickog
mehanizma za sve zivotinje, a malobrojni podaci na rakovima upucuju da je imunitet muzjaka

nesto veci (Kelly i sur. 2018), §to je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja.

6.4. Ucestalost histopatoloskih promjena duz invazivnog areala

Dobiveni rezultati pokazali su kako se lakse histopatoloske promjene znacajno Cesce
javljaju na nizvodnim lokacijama fronte Sirenja u odnosu na uzvodne lokacije. Medutim,
gledaju¢i cijeli invazivni areal signalnog raka duz rijeke Korane, lakSe histopatoloske
promjene su ¢esce u srediStu areala u odnosu na cjelokupnu frontu Sirenja. Ako se uzme u
obzir da viSe histopatoloskih osStec¢enja znac¢i da jedinka ima i loSiji kondicijski status, ovi
rezultati su u skladu s istrazivanjem koje su proveli Rebrina i sur. (2015), a koje je pokazalo
kako su jedinke iz srediSta areala u loSijem kondicijskom stanju od jedinki s fronte Sirenja.
Rebrina i sur. (2015) kao razlog tome navode veéu interspecijsku kompeticiju zbog znacajno
veée gustoce populacije u srediStu areala u odnosu na frontu Sirenja. Ista je situacija s
analizom teSkih histopatoloskih promjene kod Zenki — ¢eS¢e su zabiljeZene na nizvodnim
lokacijama srediSta areala u odnosu na uzvodne lokacije srediSta areala, ali i u odnosu na
frontu Sirenja. Analizirajudi teske histopatoloske promjene kod muzjaka jasno je vidljivo da se
1 u ovom slucaju spomenute promjene c¢eSce javljaju u srediStu areala u odnosu na frontu
Sirenja, i to i na nizvodnim i na uzvodnim lokacijama. Svi rezultati ovog istrazivanja ve¢inom
prate dosad zabiljezene rezultate koji upucuju na to da je kondicijsko stanje u sredistu areala
losije u odnosu na fronte Sirenja (Rebrina i sur. 2015; Hudina i sur. 2017), Sto je slucaj i s
histopatoloSkim promjenama zabiljeZenim u hepatopankreasu signalnog raka. I u ovom
slucaju mozemo pretpostaviti da je potencijalni razlog opazenih razlika u ucestalosti i
intenzitetu histopatoloskih promjena duz invazivnog areala signalnog raka u rijeci Korani
upravo razlika u kompetitivnom pritisku uzrokovanom razlikama u gusto¢i jedinki, pri cemu
je gustoca u srediStima 4-16 puta veca nego na fronti (Rebrina i sur. 2015). S obzirom da se u
ovom radu zabiljezila veca prisutnost gram-pozitivnih bakterija na nizvodnim lokacijama

srediSta areala na kojima zenke pokazuju i ve¢i broj laksih histopatoloSkih oSte¢enja, moguce
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je da kvaliteta vode, odnosno staniSta takoder doprinosi zabiljezenim zdravstvenim
problemima ovih rakova. Stoga su daljnja istrazivanja potrebna kako bi se utvrdila
potencijalna uloga mikrobioloskih i toksikoloskih zagadenja u pojavi ovakvih promjena kod

signalnog raka.

6.5. Potencijalni uzro¢nici ustanovljenih histopatoloskih promjena

Gram-pozitivne bakterije samo su jedna skupina patogena koji mogu inficirati signalnog
raka, te su zabiljezene i u ovom istrazivanju kod nesto manje od polovice uzorkovanih jedinki
(44%). lako Shields i sur. (2012) tvrde kako prisutnost bakterija moZe uzrokovati pojavu
granuloma kod rakova, oni je nisu testirali. Nadalje, Suong i sur. (2017) tvrde kako je
uzro¢nik nekrotiziraju¢eg hepatopankreatitisa gram-negativna bakterija iz roda Vibrio, dok
Vincent i Lotz (2007) tvrde kako je uzro¢nik spomenute bolesti bakterija nekrotizirajuceg
hepatopankreatitisa (NHPB), a infekcija bakterijom roda Vibrio je samo sekundarna infekcija.
Kako se ovim istrazivanjem nije sa sigurno$¢u mogla utvrditi prisutnost gram-negativnih
bakterija, daljnja istrazivanja su nuzna kako bi se utvrdila prisutnost gram-negativnih
bakterija, ali 1 potencijalna vaznost i uloga gram-pozitivnih bakterija u zdravstvenom stanju

signalnog raka.

Osim bakterija, moguci su 1 drugi uzrocnici ustanovljenih histopatoloskih promjena u
hepatopankreasu signalnog raka. Signalni rakovi kao izrazito uspjeSne invazivne vrste,
pokazuju veliku agresivnost, pa ¢esto imaju i vanjske ozljede nastale uslijed antagonistickih
interakcija s drugim jedinkama, bilo da se radi o bijegu ili o borbi za staniste ili resurse
(Soderback 1991). Signalni rak poznat je i kao bioturbator koji intenzivno mijesa sediment i
ukopava se u obale te je kao takav podloZan infekcijama i zagadenjima koja se taloZe u
sedimentu (Johnsen i Taugbgl 2010). Kako je hepatopankreas signalnog raka zaduzen i za
detoksifikaciju, odnosno u njemu se nakupljaju kadmij, cink, bakar, olovo i krom (Kouba i
sur. 2010), moguce je i da su zabiljeZene promjene posljedica prekomjerne akumulacije
spomenutih metala u hepatopankreasu. Kako bi se otklonila moguc¢nost da su ustanovljene
bakterije rezultat sekundarne infekcije koja je nastala zbog oSte¢enog epitela nakon
izlozenosti toksikantima iz okoliSa, potrebno je izvrsiti dodatne analize u rijeci Korani, kao 1

provjeriti zdravstveno stanje autohtonih vrsta rakova na istom stanistu.
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7. Zaklju€ak

Ovim su istrazivanjem po prvi puta utvrdena znacajna histopatoloska oStecenja
hepatopankreasa u populacijama odraslih jedinki signalnog raka u rijeci Korani. Gotovo sve
uzorkovane jedinke signalnog raka u rijeci Korani pokazivale su odredena teSka i lakSa
histopatoloSka oSteCenja hepatopankreasa. U analiziranim uzorcima prevladavaju srednje
teSka oSteCenja, a =zabiljezena je 1 prisutnost gram-pozitivnih bakterija. Utvrdena
histopatoloska oSteéenja i njihov opseg odgovaraju bolesti rakova pod nazivom akutni
nekrotiziraju¢i hepatopankreatitis, koji je trenutno klasificiran kao idiopatski (bez poznatog
uzro¢nika). Daljnja istrazivanja su potrebna kako bi se spomenuto stanje moglo detaljno
klasificirati te kako bi se wutvrdio wuzrok zabiljezenih histopatoloskih promjena

hepatopankreasa jedinki signalnog raka u rijeci Korani.

Utvrdene razlike s obzirom na spol pokazuju kako su Zenke vise podlozne ovoj bolesti, a
razlozi mogu biti zadrzavanje u srediStu areala ili razli¢iti mehanizmi pasivnog imuniteta
izmedu muzjaka i Zenki. Sve histopatoloske promjene ¢eS¢e su se javljale u srediStu areala u
odnosu na frontu Sirenja s obzirom da je u sredistu areala veéa gustoca populacije, a sSamim
time i interspecijska kompeticija koja negativno utjeCe na imunitet i kondiciju jedinke ¢ineci

je podloZznijom infekcijama patogena te posljedi¢no pojavi histopatoloskih ostecenja.

Zabiljezeno je i kako je veca ucestalost teSkih histopatoloSkih promjena povezana sa
smanjenim hepatosomatskim indeksom hepatopankreasa (mjera kondicijskog statusa jedinke).
Zabiljezene lakSe 1 teSke histopatoloske promjene naruSavaju funkciju 1 integritet
hepatopankreasa, najvaznijeg organa za energetske zalihe, Sto utjeCe na kondicijski i
cjelokupni zdravstveni status jedinke, a time potencijalno i na rast, reprodukciju i uspje$no

Sirenje ove invazivne strane vrste.
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10. Prilozi

Prilog 1 - Koristene kemikalije i postupak pripreme otopina za modificiranu Brown i Brenn

metodu za bojenje gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija

Prilog 2 — Testiranje normalne distribucije podataka
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Prilog 1 - Koristene kemikalije i postupak pripreme otopina za modificiranu Brown i Brenn

metodu za bojenje gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija

Koristene kemikalije su: ksilen, etanol (razliite koncentracije), aceton, destilirana voda, jod
(70841132 E. Merck AG Darmstadt), bazi¢ni fuksin (0633412, Kemika), kalijev jodid (00982
CIBA), pikrinska kiselina (1610109, Kemika), kristal violet (1160900, National Aniline

Division), amonijev oksalat.
Priprema otopina:

A. Modificirana Hucker-Conn otopina

e kristal Violet 8,049

e 100%-tni etanol 8,0 mL

e Amonijev oksalat 409

e Destilirana voda 392,0 mL

Boju kristal violet otopiti u 100%-tnom etanolu, a amonijev oksalat otopiti u destiliranoj vodi.

Dodati otopljeni amonijev oksalat u otopljenu boju kristal violet. Filtrirati prije upotrebe.

B. Modificirana Gramova otopina joda

e Jod 209
e Kalijev jodid 40¢
e Destilirana voda 400,0 mL

Otopiti kalijev jodid u malo destilirane vode. Dodati jod i otopiti. Na kraju dodati ostatak

destilirane vode. Za pomoc¢ pri otapanju koriStena je magnetska mjesalica.

C. Otopina etanol — aceton
e 100%-tni etanol 50,0 mL
e Aceton 50,0 mL
D. Stock otopina bazi¢nog fuksina, 0,5%-tna
e Bazi¢ni fuksin 059

e Destilirana voda 100,0 mL
Otopiti bazi¢ni fuksin u destiliranoj vodi uz pomo¢ magnetske mjesalice u digestoru.

E. Radna otopina bazi¢nog fuksina

e Stock otopina bazi¢nog fuksina 5,0 mL



e Destilirana voda 35,0 mL

F. Otopina pikrinske kiseline i acetona

e Pikrinska kiselina 0,059

e Aceton 100,0 mL
G. Otopina aceton — ksilen

e Aceton 50,0 mL

e Ksilen 50,0 mL



Prilog 2 — Testiranje normalne distribucije podataka

Podebljani podaci koji nisu normalno distribuirani

Testovi normalnosti

Varijabla Kolmogorov-Smirnov | Lilliefors | Shapiro-Wilk p
P P p
Op¢e histopatolosko stanje p>0,20 p<0,15 0,98 0,32
Teske histopatoloske p<0,01 p<0,01 0,71 << 0,05
promjene
Lakse histopatoloske p>0,20 p<0,15 0,98 0,36
promjene
FCF p>0,20 p <0,05 0,96 0,03
HSI p>0,20 p>0,20 0,96 0,02
Nakon transformacije podataka:
Testovi normalnosti
Varijabla Kolmogorov-Smirnov | Lilliefors | Shapiro-Wilk p
Y Y Y
Opce histopatolosko stanje p>0,20 p<0,15 0,98 0,32
Teske histopatoloske p <0,01 p<0,01 0,22 << 0,05
promjene
Lakse histopatoloske p>0,20 p<0,15 0,98 0,36
promjene
FCF p>0,20 p <0,20 0,98 0,02
HSI p>0,20 p<0,01 0,86 << 0,05




