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Uvod

1. Uvod
Promjene u prehrambenim navikamea nagl askom na konzumaci ji ¢
porast broja i kretanja st anov nustavima@agizadgjé obal i .

hrane, klimatskeqomjenet e osvi j egt enostt i lak semasajuseglavnimb ol | i
razl ogom porasta zabil j egneamneh mhslektiposigdefigalinehr an o m
[1]. Nametnci iz obitelji Anisakidaenedavnosu u v r gu pwhidesethranom prenosivih
nametni ka t er e s tdihjetld konmpsl n a vjoavemozhgd rpaov st veno zr
europskim regijama, odnosno u prvih pet za sjevernu i jugozapadnu E[&ppz navedenitje

razl oga prevenci | anametniagrgrosivihputenondorsie lmarerpostala | ni h
prioritetrom aktivnog U1]. Svijest javnozdravstveni h ustano
pr oul av a mj mipadaju rod AnsakikDujardin, 1845Nematoda, Anisakidagporasla

je, ne samazbognjihovagt et no g ljutdskoezdravjjeanegni anegativhog utjecaja na

komercijalnu vrijednost morskibedostupen a t r g3).i ¢c a ma

Akvatil n i hel mi nt i (skupina nametni kapre@d ] a ob
engl.helminth3 e t i oduaggniibrojnih zoonoza prenosivinribdkna o gt o su di f i |
metiljavost i anisakijaza. U usporedbiljsidskim nametntima gastroitestiralnog susta®,
zoonoze uzrokovane ribotek suposljednjh godina privukley e Znanstvenu i javnozdravstvenu
pozornost[4]. Stoga e iznena&ldage dosadagnj e zn gaggenezeo me h .
namet ni | kkachio razedjuemumnosnog odgovoratpoe bnog da se namet ni
r a z r temedi gprayona eksperimentalnininfekcijama na modelima glodaca, a radse o
s | j e dyasirointestinalnimo b | i:Tiichuas muris (Nematoda, Trichuridad, Trichinella
spiralis (Nematoda, Trichinellidag, Heligmosomoides polygyrus baker(Nematoda,
Heligmosomatidael Nippostrongylus brasiliensigNematodaNippostrongylinag  Uo b iel aj e n i
put infekcijejajima T. muris, i nfektivni m T. spiralisi ld. |pddygynus Isakea d i j e m
oralan dok j e za N.brdsibeksigi wtn ei nfid k cmikjee kr oz kogu,
do jednjaka, gdj & e ednwvang efbtuo gcutignrees ilmal i n

Ti piichurosi odgovor domagiasntar oniantiersfta kdail jmli mj o b
aktivaciju polariziranilCD4" (prema englcluster of differentiationp o mo [imTilirhfécitatipa

2 (Th2 prema englT-helper lympocyte$ koji proizvock citokine interleukin4 (IL4), IL5 1 IL13,
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nakongt o igempaetzentiraj ul e st anigerpeseftidgRd)spred oplree ma ¢
S p e c iaftigen I€itokini odgovoa t i pa 2 pr o raanakrofaga, eozinofithv al e n |

granulocita (eozinofilg)bazofilnih granulocital{azofilg i mastocita u crijevima, pofea v aj u br o
vrlastih stanica koje | ule slkuw ei ziazaezdinvoajal a
izbacivanjeob i | a i z gast ralf]. Kenpdnéntenauhosmy @dgevorstipaakoje

sudjeluju u odgovor u,iznimnosu@maovrsre,amjinevee djelavanje ne ob

Uu svojoj sl ogenosti stalno otkriva novim ist.
ti pova st @poznavanjp oweell ain opgr, p rpek lad pdmjosti i melu
stanica i njihovih mol ekul arni h medi jator a.

odmaknuti od paradigmi temeljenih lv@arnimenzimskim i signalizacijskim kaskadama i vidjeti
odgovor tipa 2 onako kakod o g ivvalmjoa neur al nu mr e gu, S razagr

alternativnim putevima iz kojih aktivirane populacije stanica mogu integrirati informacije kako bi

odabral e i kalibrirale svoj ulinak na odgovar
[ e pzuntijevanp infekcije gastrointestinainio b Imaiirazvojao d govor a domal i na
kao i k ak o minanbstulodsutnogtiipatologijge,i tgt o | e Kooajpoligagni j

modulirati imunosnsustav u alergiji, autoimunosti i novotvorevinaff].

1.1lmunor e a k ci j a nalinfekcjigiansat r oi nt estinalnim obl ili
1.1.1 Kratki uvod u imunosni sustav

| munost [ ot pornost sal i nj a(topljivirsttano g e n i S

tjelesni Mmsaskalvinmnama koje ¢gtite organizam od d

uzrokovati infekciju il:@ bol est . Temel ji se n
(nespecifilna il:@ prirolLena) I , asobae dbmmbena ( s p e C
mehanizmanogusep odi j el i t i na st aniUlr o eunosku moyelzanlan e s a

obr anu o dbolestzurpih mekokcoasati i dana nakon infekcijger ses t e Imeinosni
odgovor nije imao pril i ke meharzmima koji sbili prisutmi v r e me
prije negdi jeinfekcijanastahikoj i o mjwtrgnutni odgovof7].Os novne saseneavni ce

imunosti sy8j:
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- fizil ke i kemijske pr ergbnitetkad proizpedemin ha epi t «
povrgini epitela
- fagociti (neutrofilni granulocit/neutrofili/ i makrofag), dendr i ti |l ne stani

staniceNK (prema englnatural killer) i drugeu r ené& limfoidre stanice

- proteini u krvi, ukljulujuli komponente s

St el ena i Imunosgotakmutaje ivanlaa g a nj e,na snagari sposobndsu
obranep o ] a $eapetavanim susremsuzr ol ni kom bol wmetvolL gwva vr s
limfocitima i njihovim praduktima Li mfociti brojagavadjvivelhi k ece
sposobnost prepoznavanja brojnih antigena, a dijele se na dvije popul&ciej ul ene u r a.
tipove se | e ne i limiogitiBBs timifociti T[7]. St e| enap o ksakoasd uzr ol ni |
generirarazinu praga antigerioja dovodi do aktivacije antigemr e zent i r a§tud liehnist a

obrambeni mehanemimuncsna s ust ava aprocesg9]:t ri gl avn

- prepoznavanjs peci fi | nog an taipgzentagije antigergak om pr oce s
- generiranje odgovor a kuozjrio lilinstahiae linfictakeo vi t o
uzrol;ni kom

- razvoj imungnre memorije generiranjem memorijskih staricaT.

Naj v gadnoigjaill aj imungreakicijerazlikavanje viasttood t uleg na t e
prepoznavanja kemijskih bileg&peci fi |l no prepoznavanje povr gi
dva klonski organizirana sustava: klonovi limfocita T i B. Limfociti B ma&paju antigene izvan
stanicaspomoil u dvovaljani(lp)remepoorabuldioks ki mfocit
peptide kojinasfa unutarstani|lnom preradom ankulegena i
kompleksa gena tkivne podudarnosti (MH@ema egl. Major Histocompatibility Complex
Anti geni sslu @reamsiemlgkule (proteini, glikoproteini, lipoproteini, polisaharidi,
|l i popolisaharidi, nukl einske kiseline) koje m
epitopakoje prepozaju limfociti i protutijela [10].

Sazrijevanje limfocitazbiva se u dvije faze. Prvo se stvaraju zreteinokompetentne
stanice (primarna diferencijg&), a u drugoj se nakon sugea stranimantigenom razvijaju i

diferenciraju efektorske stanice imunosnog odgovora (sekundarna diferencijacija). Tijekom
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primarne diferencijacijgbivas e pr e ur e & antigenski rggetnar  zi izragaj re
menbrani te selekcija limfocita dji su izrazili receptor za antigerlijekom sekundarne

di ferencijacije, za ulinkovit odgovor l i mf oc
limfocita T. Pod utjecajem porhon i |liknfocita T i njihovih citokina dogodi seyensko

pr ekapl anrptdijela paamjestb &gM,mio limfocita B sintetizira imunoglobulin drugog

razred (IgG, IgA ili IgE) [11]. Antigenskije receptor limfocita T(TCR, prema englT-cell
receptohet er odi mer g1 apdaipeptidvadarcd, \asobzircenznh vrstu lanca,
razlikuju se TCRUb i o UWLR ani cei muabehie spadaju pomol ni
limfociti T , koj i i zr B av &jo winfoatic(Ehkgotovo uvijekna membrani

i zr agkoreeptarCD4(CD3 , dok <citot oksi@D8a(CD8).iLimbotici t i i
CD4ATprepoznaju tule antigene u skl opuantgesl ekul a
prez ent i stanical pi hmj er iibsanidienakdofagatac | hot ok si | n'i | i mf
Tprepoznaju tule antigene u skljegamnPrmonodknull &i M
l i mfociti T izragavaj uUbsDaCICDS® i makoh iaktiacije f e n ot
proliferiraju i razviju se u jedm od funkcijskih subpopulacija (Thl, Th2, Thl7 itd.). Ove
subpopilacije posije se razlikuju na temeluy citokina kog | ul e nakon aktivac

specifilnog unutarstanll]l nog transkripcijskog

1.1.2 Lokalizirani upalmodgovor

Upal a | makd@jayg tviotgna ki va na ozl jedu (fizil kog

koja se sastoji oflL2]:

- crvenila,zbogvazodilatacije arteriola u bliziniazl e Apoad r;ul j a

- otekline,zbognakupl janja tekuliine izvan krvnih
upalnog infiltrag;

- toplinenast al e zalprotgka vy edeokn® wazodilatacije i prikupljanja tople
krvivozifj eLenom;podrul ju

- boli, dijelom zbog ticanja tkiva i dijelom zbog kemijskih posrednika akutne upale, kao
gto je ;bradikinin
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- gubitka funkcije,dijelom ztb g n e mo g u [ n o isotekline paodijetom zbmq j a

svjesnog i1l refl eksnog ogranilenja pokre
Upalna reakcijgp o | i nj ee nr aizlair ggoegm ad t etame t vari i v
stanica, nakon | ega n & jspostagjhne hosnkostazePdomjena a c j e |

hemodi nami kememi kratwiad lewml aci j skom podrulju uzr
znakova upaleNastarak lezije prat vazokonstrikcija arteriolazatim vazodilatacija i napgstku
vazoparaliza. Agregga eritrocita i tombocitarezultatje usporavanja protoka krvi, koje dovodi

do zgrugavanja i t k {pxiljepenjd) leukazita $17 kapileet emao @ti eviaen jj
kapilarnog endotelfL3].

Nastanak lezije ili infekcijemo §e r ez ul t i kaskadaplazvina i kineng.i j o m

Kaskadakinina proizvodi vazoakiine petide kalidin i bradikinin, koji djeluju na vaskularni

endot el s ciljem povelanja propusnost.i krvni
aktivirati kaskadu komplement® o v el anj e vaskummpag eniaedad mjestu lezije |

povi gl akrvi dovode do prodranja plazme u ekstravaskulartkivo, koja je bogata

proteinima komplementaledan od molekularnih sigla kojip o | ii reguliraju lokaliziranu

upalu upravoje kaskada komplenma, kojadovodi do stvargna pr ot e i naredeptojei s e
stanica kao gto ew®naetbtj davbmalmiestoirebcg r e k o ke mot akt i
koncentraijskogagradijeng, asanprocesmapu gt anj a krvne <ci rldijel aci j e

ili infekcije nazivaseekstravazacij§l4].

Kaskadaplazminav a gjew@a r emodel i r a ngmatriksazkejeapnas pracesi | n o g
zacjeljivanja aenzimikaskade plazmina a k o L e aktivinat lgagskadikomplementa. Jednom
aktivirani, proteini komplementauzrokujuv e | s p cekseamazacijneutrofilg ali i drugih
tipova leukocita, primjericémfocitai monocita | ekstr avazaci $paonoinavol
kemotalsije regulirani su citokinima kop proizvode lokalni mastociti (aktivirarproteinima
komplementa) imakrofag (aktivirani bakterijskim produktimp Poznato je da citokinfaktor
tumor ske nekltloze LG ¢t ENRU) raju upalima,r é akoi jva

pojedinog @okina varirau odnoswna tkivo[14].
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1.1.3 Integrirana dinamikai r o L esntog| ienmnosgpg odgovora na gastrointestinalne

oblile

Gastrointesti nal nnekolikoGht)nakonknfekcijeiprobawnbg sustavat a r
pokugavaju uspostaviti viastitu nigu u domal.
dinami | newr aiketi j u sa slazaom&iimmaerkakekam se pri
crijevailiprobiliint esti nal na tki va.ava®lpizreil aa d¢amaliicrea i s
koje lule sluz, koje su st admloi li erh oiggesiter anjitre |
podrijettomod obl i | a | Il ntestinal ne b aiketmegueagisatk e Kk om
urolLenim odgovorom na izl ogenost patogenu [
namet ni k e Toll-4 a silregeptar (TIsRs, prema englToll-like receptory[15] i NOD-

u  silrecdptor (NLRs, prema englNodlike receptos) [16], koji prepoznaju molekularne

obrasce povezane s patogenima (PAMP, prema patflogerassociated molecular pattems

Nadalje, efielne stanicesposobnes u o r k e s t imiunosai bdgovar praizizogimjom toph
medijator a, koj i mogu aktivno prezel(remaat i an

engl Major Histocompatibility Compleglass 1)) [17].

| stragivanja &bjial suukmo d patvidilasuuldgiiepittlailv a ¢ a
stanica slaupmiva gih dngamzatéabl y o dge n s bganhurosrog odgovora,
uglavnom zbog njihove sposai s t | da proizvodatbuke nakbakisna
ogtelenja i/ili izlogenosti stranim antigeni m:
T. spiralisinfekcije pripisujeseepitelnim stanicam[18], kao il ul enj e CIE)CCI3j n a
CCL5 i CCL20 tijekom T. murisinfekciie, nudpma noedhdr i ti |l ni h stanic
odgovorutipa Th2[19]. Intestinalne epitelne staniaa,e L u ino, proizadde citokine IL251L33
i TSLP (prema englthymic stromal lymphopoiefirkao odgovor na ozljedu tkiva i izlaganje

pat ogenuyra gtnod urkecziylotm 1 aktivacijom vigestruki

IL25 (poznatipodrai v o m | L 1 7 Hacijumoltipoténmih praggnitora MPPe2
(prema engl.multi-potent progenitor typg2 koji se mogu dalje diferencirati u mastocite,
makrofage i bazofile nakon stimulacije citokiningaimaju i sposobnogtoj al avanj a pot.
odgovor Th2 Nadal j e, I'L25 i /il |l L33 potilu nekol
sposobnost proizvodnje citokina povezanih s Th2, Ullju u [ i | L4, Ové dtahicei I L1
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nazivaju se prirodrim p o mo [im stani@ma (prema engl.natural helper ce), u r oithe n
pomo | nim dtaki@ma2 (prema englinnate helper cell Ri nuocitima(prema englnuocyté te

di jele mnoge f drdt3i ptsakkeo Lzma |san akgeg b aprou i £ e aledj:

i munosnog odgovVIaa5anogn proizGbkti mmdgétaniteeuk j ul uj ul i  epi
stanice, mastocite, eozinofile, bazofile, limfocite Th2 i limfocite CDg5].1 zr a g a j | L25 n
potaknut. komenzalne bakterije u c¢crijevu I r

homeo st aze u cavanjale28viontae nie ,utlilgl 7A [RO.sredovane up:

Citokini, koje proizvode limfociti Th2 kao i navedene stanice urol
odgovorapot i lu snagne fiziologke promjene u zahyv
eozinofile i druge limfocite na mjesto infekcij€.a k 0 b i se tkiva domalina
tijekom upalnog procesa, paki u se regul atorni 0 @rp sprega i Koj |
potiskuju efektorske stanicdijekom infekcije Glob i [ i ma uz ef elbiget ki 0

razvoj regulatornih T staniqd@reg), koje imaju supresivnu uloga,ovakav tip odgovorh e ssé¢ 0

nazva A mo d mbdgavéom@ h 5.

Budul i da | L4 L4 Rdirebah 3a nihovisigralizaciju, i oba citokina
oslanjajusena nizvodnu signalnu molekulu STAT6, imajekep r e k | apaj ul e ul oge u
tkivima. 1 L4 i | L1 3 rogusnesssliizaiceasmanjujyp apsorpciju ghie i sekreciju
klorida u epitelnom sloju, poleavaj u odazi v na medi j «dniwakcée mast o
gl atkih migillLa# RW/ @IJASTHO stiuc ik omoaglen rezul tirat.i
oblila i#4Hl8mabnabi zacija u crijevu vodi pove
| ul e nRIEL Mieema englresistinlike moleculeb). MuciniiREL Mbmaj u vagne ul
u posredovanjizbacivanja nametnika iz organizneko da ometaju seneone f unkci j e o/l
tmeuspostavl!l j anjled4/IL&3ktod kooglkeer nuzgreokuj u br gu i zm
sprj eloabvlaijiual id a pitelnuprepekh. Mipetpliazijazmastoeita ovisrmodgovau
Th2 u crijevimauz njhovud egr anul acingaus lio bmd salnjjvedd disfupcijt e a z a ,
epitelne prepre&, p o v ejl mviaopusnosti cdaz meliuz mjteamu .Kodkul i ne
neki h GI o beHipblggyrys pakerimispirais) , | i | i imametkikamoguse d i j
probiti u intestinalno tkivp gt o moge rrejzaurht st anhi canovnbBeno.

odgovora koje su povezane s upaldid/IL13 ovi sna aktivacija makrof
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altemativno aktiviranfenotip i sintes ar gi naze. Arginazna aktivnos

L-ar gi ni na i i zaziva smanj enegtuametrakgs].l nost | i ] i

lakoi nfekcije el ipdmpdunajci eaniidit im@msniegul at
odgovorpr oupal mii |kamdii mfociti T, polpNd)iTALAkoji( koj i
proizvode IL17A, IL17F i IL22), mogu pridonijeti patologiji i patogenezi infekaj
gastrointest.Mnabghni mas bt biagtaedpitelnmdprki, ahloi lvio d i
izlo § e n cesidentnih antigepr ezent i r aj wrugihhstanica sTMR ¢ ar agaj em
produktima komenzalnih bakterijarisutnimaw el i kom br oj u u cri jevi ma.
na ovaj nalin domalin dosbutjnei hs nmaigkarno bannithi gpeanti o

voditi razvoju drugiloblikas t eoly enanosnog odgovoia].

Umi ¢ eksperimentalno inficirahio b | i, Hisrupaije Th2 odgovora vode u promjenu
regulacije imunoreakcije i poticanproupaho g o0d g cov omoag e guzr okovat.i r
patologijePr i mj eri ce, nedostatak jednog od Kkl julnih
[22], IL10 [23], IL13 [24], kao i nedostatalsastavnia poput| L 4 R STAT6 [25], mo g e
uzrokovati nemogul nost razvoja zagtitpnoe 1| mun

upalnog odgovora, karakteriziranogovodnpm | F Nisli IL17A. Nadalje, nedostatak
regd at or nog ci t odinficiranhd & 4©0r ai nti setvii. muis[26]iilinT. ob | i [
spiralis [27] vodio je razvoju bolestkoja nalikuje kolitisu, povezanj s viskim morbiditetom i

mortalitetomte ovisrojo |l F N&J.

Me L u timumosi odgovor netipilnog vjdojatnosdnell @) nog
razvijatijednalo odgovor u domal i na kikor[B]. Asisakijgzaecprema ui r a |
tome zanimlivmodeli st ragi vanja jer predstavlja slul ajn
nametni ka, gdje je potrebno i st rsagaodgavorasda ani | n
bi se razumio razvoj ilsod ove bol edtoi .moly ek gavapariiiicnidt o v i
profilaktil ke i terapijske strategije I|ijeler
promjene koje se jajdju u gastrointestinalnom sustavijekom infekcije Anisakis| inkom
rezultatudrg enog i zravnog dj el ovtaknijvaa lii |silnokgee ntei jienktoe
imunosmg sustava domalina i tvari hamgtekd28le os!| oba
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1.2Biolog k e i ekol ogke |misakskpp.er i sti ke obl il a

Gi v ot n iAnisakis$pp. nametnila, prikazan naslici 1.1, kao glavne k o na ili n

krajnje)d o ma luikn ¢ ul uj e mo a js kletgvés Baubmmey kojiespadaju u porodice

Delphinidae ZiphiidaeU ¢ i v otwk | jcguldnuesste morskihi ba 1 gkhcmv ono g
parateni |,nkojintheetdiailiknd ne r stadi)29]j Dosadsu oko®@0ivrista
bai25 vrsta gl avikoano gpaacraa tpeontivirnlie ndbimal i na, vass

mor skih r i ba magla mpdtati d o meoln BAnisakis spp. nametnila [30,31]

Sistematski, dosaghabilie g e n i redovi r i b aAnisakiskpp.] i manka pkbjpa
Gadiformes, Perciformes, Clupeiformes, Pleuronectiformes,orfaeniformes, Zeiformes,
Bericiformes Lophiiformes, Anguilliformes Atheriniformes a ir iy enleeki m hr sk avi
G o se tile glliaev osneo §raaddamasirephjdhfde]. ®Ria e i i beskralje
naj | eg loreskirpd |sinikite t |kojisgada u porodicEuphausidagntermedijarnisu

d o ma lAnisakiss p p . , odn o s kojimadezhbivajl e hmo presv[RY.| enj e
Gvotni cikluspd i nj e u gl avni mmdsavimd, i kojima aedrasta jedirke i

Anisakis spp. odvojera spolar az mno g@aplag fa@o & p u §dzajgdno sfecesom

domalui mar s klzembriomranihggjai mor s k o m oskloil liignuk é zpvrav ceg
(L1), a zat i medlh dsiknrkeel jLe2g,njlacji e jn ®jethakgidie pl an
suradnicimal i | i n k a gviepnadvienmalugikulama b autoris mat r aj u da bi S €

| i | i nkwaziatiL@dadijerd33].lpak, vel i na autprankmanshki thar a
l'ilinka pr es pdstajdraom| b bpinth e edtadim(lL3) [34i 36]. Intermedijarne
domal i ne <z aekiord pamjreadeeni | nimobgeomail ijmaj vatio,

navedenof azne vVvr st e rAnibakisspp.! § 1 &3mégargujizapcobavnih organa

u visceral nu gupl jinu, gbd @ unsitar serozgd avejmce m s p i
(peritoneuma)a ponekad migriraju i u muskulaty®].Ribui | i gdamo @@ oigzr avno pc
glavnid o maitadarsd. 3 | ijo g ndkvaa p u itpotgnrsazsjeva uadirasli oblilametnila
spreman za reprodukciju i z. &1 voabt | aAnigakisspy.u v ot n o g
gelucu kita moge etaf3d.jUaeksperinedtalnin uetmédedijrRPMI,s
at mosferski G52%rCawkpH o 4 hmlgjapotend s melLu 3 i 4 dana da

presvukuul4p dnosno i z mel u .o@atkom pépdinachakond4 darea udgda, bio
jepotrelanj obfjdanm k o n  penjawsld daad r a s | mo |gelagdti fajd38].
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Alternativno, ribu mogu pojestiscivorneribe. U tome s | u Il a j| d3 doravljaju
proces migracije iz probavnih organa i spiral
novog d.@malkiundara se daposss tdvanekojldkao mpudgea, C
gi votnog vijekailgurinoké ukajtivriiiejne s dAnisakisoge uz
spp. | il i ntkvir sut g trefidkearedodf@ofijudisu s | ul aj ni domal i ni
iz obitelji Anisakidae, a mogu se zarazitiosonsirovei | i nedovobjabenher mot &k
ribei gl acgonw gk oj i ma | e Ip3rAnisakisspp.Blamgtnicy keoj plipadhju n k a
obitelji Anisakidae, gpovezanisus| | ud s ki m isfékajé, sppdajy u rodaveAnisakis
Pseudoterranova Contracaecuni39]. Bolest senaziva arsakijazom akoj e u z vrstalizn i k

Anisakisrodaili anisakidooma ko j e uzrolnik opl R$40lt o iz obit e

Do danas je u svijetp o t v rdévet nrstaAnisakisroda(sika 1.1 slika 1.2): Anisakis
simplex (sensu stricto), A. pegreffij A. berlandj A. typica A. ziphidarum A. nascettii A.
physeterisA. brevispiculata A. paggae[29,39,41,42] ageografska distribucija ovihametnika,

premanalazuugpso d ar s ki v a g prkamangemaslicid.th Bosadse bvanametnile
dijellona dva tnopavi jilim&liekul arni do[R9% Zarzdraulje a z uj u
iuding v a gesikjugp i na | , vrkt@A simplexs. 8)hAv pedredfii A. berlandi(slika

1.1).

10
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Anisakis simplex (s.s.)
Anisakis pegreffii
Anisakis berlandi

A

Globicephala melas .

Tursiops truncatus
-
Delphinus delphis

Mesoplodon layardii

@ J;%e

) L1-L2-(L3)?
P L20L3?

Vo

Euphausia pacifica
Thysanoessa sp. 2

i

W

b
Nyctrphanas couchii

e ——
Engraulis encrasicolus

A
v

Sluéajni
domacin

SlikallShemat s ki
(k|t0V|),
il agolLeno

od gl avnih

ribe). Preuzeto iz literatur9] i

Anisakis ziphidarum
Anisakis nascettii

4-\

Mesoplodon europaeus

Mesoplodon mirus A

~isoplodon bowdoni
AN

Ziphius cavirostris

¥
® Jaje

€) L1213y
P L20L3?

y

o
T—

\

Moroteuthis ingens.’.—bh

D
Clupea harengus . Merluccius merluccius

Trachurus trachurus B

Merluccius mertuccius

Aphanopus carbo
1
v
7

pr

lilex comdetll

Anisakis physeteris
Anisakis brevispiculata
Anisakis paggiae

Byt

Physeter macrocephalus

-

Kogia breviceps

Kogia sima

Q J;%e

) L1-L2-(L3)?
? L20L3?

\

e
-

\

Merluccius merluccius

v
r)

ﬁ Scomberom!ms oo;nmerson
Todarodes sagittatus !

-

Anisakis typica
Anisakis sp. 1

—

Lagenodelphis %

Peponocephala electra

Stenella anan%
N

Sotalia fluviatilis
Steno ;redanensis

® Jaje
€) L1243y
? L20L3?

D=

L" Ka!suwonus pelamis

Scomberspp. (RS, Auxis thazard
PP b< Todarodes sagrtlalugﬁ“‘_.:b 4 Q

Nemipterus bathyhius

1
v

7

jarnih

dmisakisspm.,u k t j U jihog a0dndtskpotencijal, neke
nt er medi
hrvatskom

e
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o
.
‘.‘ IV
‘UQ
NS~

® A. simplex (s.s.)

® A. pegreffii
» A. berlandi

7/~ Antarkti¢ki polarni krug I\
60° AN i) ® A. nascettii

A. ziphidarum
J(\ i~ P . g
- > é\ .y ® A. brevispiculata

. A

O o
( o i\\lﬁ‘ g\ T A. paggiae

L3

K‘ ﬁi ‘lb s A. physeteris

e e A. typica

Slika 1.2 Relativma pojavnostrrstaAnisakisrodg pr ema razl i | itim geogr af
uvelanim prikazom Spedrouelefmdajaipnomat j el u od ep
i st r aygsdtaArsakjsspp.u g o s p o d ar s k iribayidedtificiramm maolekulamima

metodama Zvj ezdi c ger @ prdniagwraatda noj v r sralazvrsteo ma | i n
nametnikarelativan u odnosun a p o d r u.| Breazetad iz literatueg29] i pril agoler
hrvatskom jezikuuz dogut enj e . i zdaval a

13Lovj ek kao sl ul afjmnisakijadeomali in i razvoj

Anisaki j aza | e z o dkmovtainlan ao bH d |l edsiisakiesgprion, & p a d a

|l judska populacija predstavlja slulajne domal

konzumagi om sirove il termil ki nedovo[43]. bosad o br a L e
zabi Iy zrgeinmnisteA. singplex(s.s.)i A. pegrefii (dika 1.3)[29].1 ako se | i | i n]|

mogu dalje razviti, ua gdulstvn ia dabylaeEio vietididddyvd)ji g k u_ 4
pacijent. mogu i mat i [4E]laiisei p &l smanilpstirgsiat® doi nf e k ¢
srednja kkragifekaj s | u klaavnom zavr ¢ a[#6a Nadatje)y aci v a |
postojebiil kedenizk ikojisuukhg tudphio mj ene i zazvane pr o

12
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kroz sluznicu geluca, tankog i debel og crijev

eozinofilnih granuloma u sluzni¢4,28,46]

Prilikom razvoj a =ipidbaciaakji ji 4 dzearkosgatjzena zhjedno d o
s a stolicom [ T p o lezija Igasmojntestmalnesliznize; (i) zaz v ar
pr i h vi/iprbdmanjjspiralizacijel i | inral € gp o dgagirdintestinalog sustas, ili u

N eLlLim sluillaplekamal no migrira u pespializmseuval nu/ p
mezenterij, jetn, g uig iménmal| v o im& yajnicima i p maonktkivgy [40,46,47] S
obzirom na mjesto | ok a]simptematsijaresakijpiakasificiralsekaou g i n u |
gastrielsna,nail mta, e Rastwiptéstinalra40(46] INadalje,susretsna g i v o m
AnisakisL 3 mo § &i dal serwzibilizaciig muno s nog s uikdsmjihaergiskivj e k a
reakcijapri svakom novom susret snkdmi | U mal om broju sl ul ajeva,
reagiratiznakovima preosjetljivosti a k i nakon ii nmoesntiiljkai IngBirkailhe n i
Ov aj k | i maziviadealergigskom/gastroalergijskoanisakijazom[46]. Moneo i suradnici

[49] smatraju da bi seu peu vrstu anisakijazetrebali uvrstiti 4 u | a gemzibiliziranh

asi mpt twosabakodknoij i h nedost ajeesthkl,i millik ak ogjtiiar kpao kbaazl
Anisakiss pp. speci ftjelhni h I gE protu

Gastri | ni bolest hastbpa ii2y sati nakon konzumacijaficirane ribe, a
karake r i zi ra ga bpli ga snui inli[46]laGastrointestimamiaobligmojgse
pojaviti bez alergijske reakcijeoppr al en bol i i upakomkotedser @om
il kake Dbi se izbjeAgrntiheklrninnitlinc i tsranzesakijenen hi | a |

iako se albendazol u neki m etnhnom|[46]. & wedavao p o k a z
objavljenomdekel aj 8j adi spkekni m Ameril kim Dr gav:
su tetiranialbendazolomn | | a n okoji su jeligraviae(ljjeil o od sirovog | osc

[50]. Gast roal ealgiij] maa amo & ealergijska tsimptomes wd urtikarije ili

angioedema do anafilaksgz popratneblage gastrointestinalasimptonee Upr avi |l u se | i
povralanjem ili proljevom i zbmawe&[d85 Alegijlgani z m:
mogu izazvati somatski ili ekskretonsekretorni (ES) produkti Anisakis| i | i nki . Dos a

identificirano 14A. simplexalergenarfazvani Ani s 1 do 14p2],dok suista gi vanj a pr ot e
transkriptomaA. simplexl i | i nk i otkrila pregr B54nowWielhi pat ¢
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prepoznatih alerge spadaju u ES produkte, a ptgéla u ljudskim serumima kod pacijenata s

alergijskim manifestacijama ani saki[phze najl e

Intestinalnioblik pojavljuje se 5i 7 dananakon ingestijge jeabdaoni nal na b ol na ,j
simptom[40]. Smatrase da se pojavljuje u blagoin i e g e m o bdljeidhk je yvjerogatng o
uzrokovan ponovljenom infekcijoif®6]. T e ¢ i ob | ipko pmoag ee nbiatlier gi j sk on
intestinao pii5 zBuWt anozjteo gn ceq einmaf iil tsrt aatrdi.|ls tUo It @grk e
promj ene naj i mjesa plalizacij¢e | o knoknégne dse mopre lpopr al eni m e
fibrina i hemdriddinlkrmgmnmubd miopamaekol i ko dana u
kroz8tiedana Na mj est u | okal i z aciznjostacib k | uguedenmiom,n a k o n
nekrozom, upalnim eozinofilninnfiltratom uz primjesuneutrofila, limfocita i monocitate
nasl agama fibrina, gt o u kon[dd]. PremaAudicagaziul t i r a
Kennedy[28], hemor agprisutnesuvle é z injad o n , & 4adata dor6 elana makon

infekcije Anisakisl i | i un k|o anngstajlkeaozivne lezij&ranulom se stvara od tjedan do dva
tiedna nakon infilkkei peni molpeaijpama.t Pednabda | &
ugine, a u tkivu se oko ostataka Ililinke form

14
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N>100 N>30 30<N>10 N<10 Nije potvrdeno molekularnom analizom
@ A simplex (s.s.)

@ A. pegreffii
(=]

c:):.’
& “ :

| Arkticki polarni krug | —

Slika 1.3 Pojavnoss | u | a | akipze u avijetu,sprema objavljendgjeraturi za razdoblje od

1960. do2017.go di ne . Prikazani su samodekBUb bhppepevi gdp
Anisakispreosjetljivostinisu uzeti u obzir. Grafovi u obliku pita prikazuju relativhu proporciju

sl ul aj eva pr e mia pegreffgitAi simplex(s.s.)l utwi Lk eeod d99. do 2017.).

Preuzeto iz literaturg29] i prilagolLeno hrvatskom jeziku uz d

1.31 Stani |l ni i mo | Anksakisirdfekaiju odgovor na

Pat ol ogke pr omjua gastroiktesfinalnos sustatiflgpraAnisaks spp.
infekcije nastaju zbogs d r wa gjelavanjapatogenostl i | i nk i [ i nterakcij e
domal i na skojajetotbustdarBi Mmaa met ni kom se prvo -susrel
prezentir@apopetsttandceti| nuitdvimat amheval enmemkr pf
Anisakisspp.l i | [SA.k eUz mehani | ku di srupciju takogva odyv

matri ksa djelovanjem snagnih proteolitil kih
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prodiranje | mi g oiatestinglnu sluznicl i1 tkivi2&]. Pletpostavljageada fer
ekspresija receptoraLR na epitelnim stnicama i aktivi a n i m dim stahicamgorisutma

prilikom anisakipze[28], me Lutnen pastaad) e konsel olrecépwkmmzi o |
radi . V e [objanljanih dnarsstanih radovah i s t o p e topisivala) grisutne lezije

nastale prodorornisakiss p p .  [58i @0Jiilinelaraliziralaalergijske reakcij§49,51,61 65],

a rani odg @wigeputadnoarailziinraan u ovom istragivanju

Uuznapredovalom | u | agkiazelaov | fibrkzai i eozinofiln infiltratinaz naleaj ni j
suo b i Elpkeldpg upalnog odgovor& o zi nof i | i Ssu posebno koncent
(poglavito u oralnom dijelu, gdje su ES produkti lokaliziragid j e osl obalaju citot
odgovorre zavékdi o ogt el enjaat kjeatdomibi nametni ka u
faziinfekcije 6likal4).Eozi nof i | ni engukadijudiigpimi o tonpodgdesirkekche
[28,58,59,66]Tek umanjeod 3 s | ul ag keivjaa zaeni sa b i lajeazigodlijpaza j e |
kojusesmar da j e uobil|l aj ena Kk[28#43] @stad tipoviostantca lojs t i nal r
se ohbt vnhiugtuo p analazimawwkli jmu | u jedimfotaes plaanseistanickb8].

Budul iAnishkdsv | o s p e c i fusnismmspanasimptonmii dblika bolesti
k 0] e izawoaii,eépreosjetlivostnraj egove al ergene varira s obzi
inaj |liegrieegene si mpkoime. jls tpewmipicieldgf eslpoe ci fi | no
odabranimAnisakisa | er g e pagijenmaia podr ulGp a n |, ohdidjeea obje
popul acije najlegie reagiraju na Aacientsili 1 al er
pozitivni na bajedan od alergena, sani6,26 talijanskih pacijenatanalo je pozitivhu reakciju.
Melu Talijanima jvel bi o r psiointesinalnifn simpomima, dok sy a
Gpanjol ci l egl e i mal urti karij u,e arnagzilooegd enmo §i
| e glisusret  Gp an Amoshkisicial isjeljeoanisakijaza u r agi r e niugrets | ope
l'ilinkami mlESnprreodukti ma omogulil68lva razvo,j al el

Da su razli ke u Rrisakissenhzibiliziranihspaaygndtaopovezare s
razl i | i tim Thtestirding®u odndsg mwawlapnoproteinski ekstrakt i termostabilne
proteineA. simplexnametnikals t r a gje proaedgno na primarnojsta | n o j kul turi ¢
pacijenatasenzibiliziranih naA. simplex a kvanti ficirald@ Ssu se cit
odgovor koristeli mu lIL4,ilLp illLAkbdi syindil@atoroTh2odgovora,t 0 me t |
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a IL2, INFo, TNFUbili suindikatori Thl odgovoraV i g e kagije kL& 14 i IL5 izmjerene
su nakon stimulacije ukupnim proteinskim ekstraktom i termostabilnim proteinimaskibd
pacijenat a, u odnosu na kontr ol u[65], satijentieo kao
gastrointestinalnim simptomimianalisun i g e uk upne elgEsupdnasuniapatignee r a z i
s urtikarijom/angioedemom ili anafilaksorSkupina s urtikarijofangioedemom ili anafilaksom
imalajevi soke razine | L4 i Il L5 (i ndNFeRawi wdomoza 1
skupgnu s gastrointestn al ni m si mpt omi ma. Nadalje, |l etiri p
simptomima su s odmakom reagirali na tesk o {prema englskin prick testi imali su jako
ni sku zabiljegenu Asmpiexnu WNFGEI Epeomfernagodaos
skupine sgastrointestinalnimsimptomima, a cijela skupina p | e jeii tmal a znal aj no
INFOo/ 1 L4 omjer u odnosu na skupinul6g.Zakt i kid mioj, c
postoje razlike u ravnotegi T B $ehZibihz&aniln may n o s n o g

simplexuodnosuna zr agene si mptome bolesti. Razlilito
sliku pacijenata ukazujgatod a i maj u v Ea@genezAnisakismpfekcije. Zanimljivo
je da su termostabilni antigeni izaezV i i st stani | ni odgovaéar kao

simplexn a me t n iukaauje nayrizikprilikom konzumiranja kuhane ribe u kojoj se nalazi

nametnik.
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Slikal4Hi st ol ogki preparat tkiva paeidakisepegteffice i z
i ]l i nkom. Prikazan je dio zida debelog crijev
o b | A peareffii (cme strelice) i intenzivna eozinofilna infilzga (ei). Duljina oznake =100

em Gornji i ] evi ugao: Obil je@wlnjoi mpa opAanakg e=
Hematoksilineozin bojanje. Preuzeto iz literaty®]uz dp u g tieznd aev a | a .

14Sr del a kao go s @apded rasgkisih mbvea gpterecijalmizvor Anisakis
spp. infekcije ljudi

Ribarska indstrija u Europskoj uniji (EUpetajep o v e | i | ,gdjese suakesgoding e t u
preradi gotovo 5 milijuna tona ulovljenilivlih riba. Ribarstvo i prerada ribe osigurgwaadna
mjesta za najmanje 2780 ljudi.Gt ovEW ej,e melu vodelim ribarski
uvozom ribe i ribljih proizvoda od oko 21 milijardu eurau 2014.,uztenden u por ast a, ¢
od 40®% vrijednosti svjetskog uvoza ri@3,69] Pr osj el na potrognja riblji
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| lieamaEUau 2011. godi ni iznosila je 24,9 kg/oso
stanovnika varira od 5,3 kgl6&69)MaMaLskiom, doeld
najznalajnijih vrsta riba n@addstvrniojme pioalrad g rue
infekcije nametnicima, Ko i na prekg ribamécddios pi j evaj u Piol daepot od
opl e pr adiavaada ¢genprevencijpajbolja strategija za izbjegavanjgenzibilizacije ljudi
putemmorsleh r a n e emametaigneenodaAnisakisspp., potrebno je smanijiti vjerajest
pojawnosti nametnikau ribljem mesu namijenjemo neposrednojkonzumacijj ali i preradi
Genetil ka ivdentei fneamnmectiniaka i odrelivanje pr e
gospodar ski vagni h vrsta r i barocenuipgiklgdnempere su v

smanjenja rizika.

U sredozemnoj regiji, srdef@ardina pilchardugyospodarskje vriiednama |l a pel agi | 1
rba, koja se | ovi plivaricama i pel agil njum kol e
Jadranskog morjerj e fawala 426 ukupne jadranske lovine aj e d n o , & raadebljuu n o m
od 1970. do 2005. godir{@0]. PremaOrganizacij za prehranu i poljoprivredpri Ujedinjenim
narodima (FAQprema englFood and Agculture Organization of the United Natiopsikupna
lovina srdeleu Jadranskoenmoru u 2014. godini iznosila je T®0 bng dok je na cijelom
Sredozemnom moru dosegla 18771 pna[71]. Srdelesena tr gni calima swojge g e
zamrznute ili konzervirane. Jedu se sugene, s
U zemljamazapadiog Sredozemlja, popip anj ol s k e, Portuglégke Fran
j edu (smgreigrei r ane, di ne)[72kdoleu Hrvatskdj jelam sedodiatkom slanih § e
ili mariniranih srdelgredstavljajl e st speci j al it et .Jeldosnea [pivhj etirep e z

pel ene tekonzerpirang.e n e

Dosadagnj a prevabndijedh |viadisgkiaspp. u srdelama npodr ul j u
sredozemnih zemaljpokazalasu znatnu varijabilnosf72i 75], u rasponu od% u Ligurskone
moru[75] do283% na atl antskoj[72bEpl de®ipalng ks kieestragi
senzibilizacijiez dr avog pri obal nog AnisakissppvamtiggndnisaliAna | maci
s 7, ukazalo je na postojanfnisakisi nf ekci je u tom podezu$j u, a
konzumacijom marinirane ili soliemrei be pr i pr eml j d#leMeul’ ud opmead iijnesnt tvi
sal ergijom kojiakstu | &ao§igvojkel ul eaphaarjgplasksiji | nbar
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povezana skonzumacijom kuhanih ili konzerviranih srdel@8]. Nadalje, kozumacija

mariniranih srdelmavedengeuanamnezi r i s | ul| ag kai jakad nuEH7X&HEBEj] ol s k

lak o Japan prednngajlyvelikiano bzreonlena zsashkijae] e g e n i
[40,79] nekolk 0 s | zladji éjeaste@doremninzemljamapsobitou ltaliji i Gpanj ol s
[80i82. U nekoli ko i sjdina@i Gpmjnyg oha kodr avei mplagena
antiAnisakislgE protutijela (127 22%),g t @ovgzaowsv el i k o m Kk o Isvakodnavaon r i b e
prehrani ¢pang384]Upog epdonpjuel avcriijjeeme sve velu poz
potencijalni izvor Anisakisspp.i nf ek ci j e jleovpg etkvar,L egntoo u nedavn
kvantitativnoj analizi procjene rizika s obzirom na konzumaciju prethodno nezamrznutih sirovih
[ marinar anighpainpioll skoj popul aAnisgkisl.i |Tiennkeil j w
mi gilju1818% umsamacccr a se da broj slulajeva anisa
i zme L u832060 W | iaj e v[85]. gaausporedbujrpeijenjengeu | e s t mshkpaget a
uJdapanu t emel jena na prij awlkjoe r2i0m 0k Isil ruili lal e @D ljgwl
Kor ej i 20 0gcsdiuggmaje, dok se za neke [8ldoxOp ske z
sl ul aj e v a[49].gNedavng nopjavljen sustavni pregled literature o epidemiologiji
nematodijaza prenosi v-aia rahdobdjer @200t @o 2016.dgodine j u E
prijaviojeuk upno 236 autohtonih ekl iVdliliknah msdaud dag reivl
zabiljjegen@anjol skoj (1580)[87.i M&&,ud %)m,i plrteanai j
i suradnicimg88],b r o | zabil jeIgelnaijhe ka nasemiklg atffusnjh gizama
iz talijanskih bolnica od 2005. do 201dgodingbioje3 7 0 ,j egtzamat no v baylermod pr o
sustavnog pregleda literaty&7]. Suprotnatomu, u retrospektivnen i s t r aagazdoldjengd u
2010. do 2014. godinedentificirano je 3 7 Kl inil|l kih sl ul acpskimma ani
bol ni cama. Drugim ri jzealbiinhag,ege@noFr@aneéfsksojul @
slulaja/@godajnuegl e su nedobid2gedine (rasperoibe goginajo s j e |
g e ns k o ¢89].sUanoelli @e u obzir procjena kvantitativne analize rizigb], trenut he

prognoze broja slulajeva na podrulju Europe z
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l15Upotreba model ni h vanjinmamsekisspma u i str agi

Dosadagnj a i st mentglninraodgliraa infiekcijkeriktib guele $ ciljem
usporedb@atogenostil vi j u vpeswvazamliihi a | j udskiAnpegrffiil aj ev
i A.simpleXs.s.))90]teodr elLi vanj em osj et [9],92vZansjivieprimjdr e Kk a o
nedavno obj avl j en oAnigkissimplaxESypaodukata n@ksperimgntloca | u
izazvanorkolitisuu zebricd93].L est o kori gt ef94monaj | s@il € wmiigewvi
alergenosti[95i197]. Ek sper i ment al no =zarageni gt akori k ao
Anisakisinfekcije dosad sk or i gt eni za Uuspor ArdshkisvrspP® WQ0le no st i
ili patogenog potencijalg i v ie| uuspoedbs k u h ani m Anisakida il laiiafl@l]. m

Prekretnicu svakakgeprrauggiiviaonjuvwvalenj e orogastriln
gi vAnmakisl i | i nkom, Koj i s i mu [66].rGlavnmaidosadbjavijesilz e k o d
i stragi van jbavisaaerggnimgpétencijaloma j el e | i |nihspojevaili | i od
produkataAnisakisl i | [102K03]t e wut jecajem prirodnih i sint
Anisakis| i | i nkee gu vov omj s Kid#l05mMatiai Iglodavaca za infekjg

i ntesti nalpokbazaiswskrieilieivneant ni ma u mapiranju stan
zagtitnih meh[B6.i0Ozama toigsagyVv gpaet h o dsuda infekcijar a gi v a
ob | iAnisakiss p p . kod gtakora dovodi do M8 3mabg a s i
se da su miigwwemo dpeali kzadiasnt r agi v arApisakisspp.ear gi j s k
senzibilizacija sranjem adré€l eengiihe aploesrtgiegnea,i nESe kpr od
proteinskog eksakta. lako je optimiziranaogoa st r i | na i n tAnibakid ii jl a njked rue
mi §94], ¢t a k o prikladnijijezoad eilnt ubaci ju veleg b[e6hj a | il
smanj ujuli na maj gnalbitefimepta b skladak as |pdBRIi(p ot j e| e

od e n g feplacement eaimjenareductioni smanjenje refinemeni pob ol j ganj e)
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2. Ciljevi i hipoteze
Ciljevii st ragmedej aomas!| ul difsuom domaiinu

- opi sati h ipsomjenp & Sprdguedipwley g t aakna rmjestu prodora
i nf ek tinketnreg ktadijho b b Anisakis pegreffiprilikom eksperimentalne
infekcije;

- kvalitativno i kvantitativno opisati transkiptome inficiranih tkiva upotrebom RNA

sekvenciranja

Nul ta hi pot enndae |insotgr asgli uv| aagjasiadage pdstojinradlikia o a
izragenim genima i zmelu i nficiranoagnentalkoi va I

i nfi ci r aonbilhiAgegeefiior a

Cilievii st ragpweanj anh & nbilisuwvaittal i nu

- prevalenciju, abundancijuntenzitetinfekcijel i | i nke t r e [Aepggrefit adi | a
u srdeli Sardina pilchardupt i j e k 0 mnjebuzorkgowvadjau Jadranskommoru
i ] e d n ogzorkbvagjay zapgdnoBredozemnoramory

- odnosabundancijenametnila i duljine ribe

- distribucijunametnila u filedma u odnosu neisceralneorgane

- | i mb ekojiimbkge utjecati na modele analize rizika razvojanisakjaze.
Nulta hipoteza i dtormadii wan| a3 pilahasdusgasiNgdred ¢

postoji razlika u prevalenciji i intenzitetu infekcije srdelé | i Al pegreffiis otzirom na duljnu

ribe, godinu uzorkovanja i geografsgopo d r u| j e .
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3. Metode i materijal

3.1Analiza transkriptoma eksperimertalno i nf i ci rani h g Anssdkis r a ob

pegreffii
311 Eti ka u istragivanju

Sve eksperimere  na gi votinjama i primijenjene pr
Medi ci nskog f akSplitutregisteacijibm®j218198-03-g418-004), kao i Ured
za veterinarstvo i sigurnost hrane Miarstva poljoprivred®epublike Hrvatskdregistraijski
broj 52510025516-7). Svi &ksperimetin a ¢ t golovedeni suaNastambgalaboratorijsle
gi vosvapkiligta u SpiPOKOWLY) ddp swyzgajahp iz pamVines HR
pl ast i | nisastdjavogilievimaakukuruza Giessadrmgavane u kontr
o k o Isih@nom i vodomad libitum temperaturom o082 + 1°C, iciklusom od 12 sati dana i 12

sati.Ginwibnj e su odvojenk Li § e satiiijnekdpeimentaa v e z e

infekcije.
3.1.2 PrikupljanjeAnisakispegreffiil i | i n ki i eksperimentalna i n:
Lilinke tr el Angakispegraffiprikuplieresul zi avj ege ulovlj e
p ul i latiMe&romesistius poutasseiz ribolovne zoneC1 u Jadranskoemoru (FAO 37.2.1).

Ugot i c e p wlutamjinesatimana daninfekcije i s p o r nallegluud.aboratorij za
akvakulturu, Institut za oceagrafiju i ribarstvo u SplituVidljivo aktivne | i | bdalcamesy

ispranene kol i ko p ut atopini i pfovjezeneo pod OlknguLBX 40 svjetlosnim
mikroskopom (Olympus Corp., Shinjuku, Tokyo, Japakako bi se potvrdiloda i j e dogl o
o ¢ t alkeikuletijekom &upljanja.Pr ot ok o | i zlau cian tgutbaakcoirjau igepr i
usvojenisu iz literature[66]. Od a b r a n gN # l0)umesekesu u prethodho pripremlgne

gelul ane sonde.
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Preliminarni eksperimens | u jg izao procjenu vremenskog tijekafekcije Anisakis
' il i pnkamkRor i ¢ thiafemdngkeommmg d krog a kpsaijojlekspelimgntagnoja u
infekciji,poj adgdeeal j ni joddomku Prelanindrre mpitivanj@rovedendge na15
genki -Bpwhgye(@t @akjoe ldad7a: 13r6agstrgivotinje po vremenisojt o |, & i )
too ke uzorilédsus, dd P4a48lb72 sataakoni nt u b a c iNa¢emdlju rezultati i
preliminarnog igevwagekspermentsjka ,a jetearddsatamakiorenfekcije.
Smanjen jei p o plentramlmr o j gi vot i rskupini, jer jekdizaint ekgimenta
preusmjerenna endogenu (internu) kontrollsta podrazumijeva uzorkovanje zdravog tkiva
Anisakisinficranoggt akora iz kojeg je pr et ddoodnolezigdz et uz

glavnom eksperimentsvesuguoti nj e bi |l i mugj aci

S v a k a uzor&ovakjaus glavnom eksperimeni®, 10, 1824 i 32 sataakoninfekcije)
ukl j ujpsedalma gt a k get mficiramdhds 1QArosgkesl i | i n K i te dva int
mi fiziol ogk3s potospnagad @I NN 20, 1 g) . Givotinje
anestezirane intraginealnomin e k ¢ i j o m anegtetkd ieamaigetilea (Ketaminol, Richter
Pharma AG, Wels, Austrija, 50100 mg/kg; i Xylapan, Vetoquinol UK Ltd, Buckingham, Velika
Britanija, 51 10 mgkg) te im se injektirala dodatna doza Ketaminola (Richter Pharma AG, Wels,
Austija, 507 100 mg/ kg) ukoli ko je test r difah. e k s a
Us mr | i v an jpeethogliioje azorkomanja tkiva, provedengisokom dozom anestetika
Ketaminola (Richter Pharma AG, Wels, Austrija, >150 mg/kg) i dekapitaciidworci tkiva
g t a Ktabfica 3.1) i prikupljeneA. pegreffiil inke ispranisuuf i zi ol ogk o] ot opi |
pohranjeni u TriReagem{Ambion Inc., Invitogen, Carlsbad, CA, SAha-80 °C.

3.1.3 Priprema tkiva za polutanke preparate

Za histopatol ogku geaedallciaz U,N mal5i) k ¢NeBidioimi n a
gt a k or pokdzai|ezije uzrakovane prodiranjedn pegreffiil i | ,iskupjenisui fiksirani
u 4% paraformaldehidu u 0,1 M fi z i(P8%)oadda j ot o
Uzorci tkiva postfiksiranisuu 1% osmijtetroksidu (Osfpi dehidrirani u nizu otopina acetona
rastulih koncentracija Duscopa emobbra Horeywelitukan o t ki
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Morris Plains, NJ, SADBIok tkivarezaosena ultramikrotomu RMC Products MT)B0eckeler
Instruments, Ing.Tucson, AZ SAD). Ripremljeni polutanki prerezi (500 nnzjatim suobojeni

1% otopinom toludinskog modrila ipretr a g svjetliosnm mikroskopm Olympus BX 40

(Olympus Corp., Shinjuku, Toky Japan). Polutanki preremtografiranisu Olympus Camedia
kamerom (Ol ympus Corp., Shinjuku, Tokyo, Jap
Photoshop CS 5 (Adobe SysterSsy Jose, CA, SAD).

3.1.4 lzolacija RNA i DNA

Ukupna RNAizoliranajek or i gt enjem Tri Reagent (Ambi on
California, SAD) otopinepremaupuamap r o i z vUkdatkol rau. | n o  uwugorcittkivg e n i
geluca i m(BOgi i40 mg) pptpuadswhoraogeniziranu 1 ml TriReagentotopine
(Ambion Inc., Invitrogen, Carlsbad, California, SAB)p o moMagNA Lyser instrumena
(Roche Diagnostilkaor i sBiogrEibmhon®genizacije ol k 15 $ekunda
na @00 g.Nakon 10 mimta cetrifugiranja na4 °Ci prebacivanja supernat a
tubicu od 1,5 ml, u svaki uzoralodanoje 300 kloroforma.Uzorcisu nakon toga protreseni 15
sekunda na vorteks aparaittkubirani 10 minuta na sobnoj temperatwentrifugirani 20 minuta
na 13000 okretaja u minutha4 °C. Vodeni slojoprezngeprebd en u | i st e pl ast i |
dodan jednak volumen izopropilnog alkohdlizorci su nekoliko puta okrenutinkubirani 10
minuta na sobnoj temperaturicentrifugirani 8 minuta nal3.000 okretaja u minutha 4 °C
Supernatanj e pag|l j iiwnapredgtitam RAetaloglodanoje 1 0 0 075% dtilnog
alkohola. Uzorci su zatim inkubirani na ledenom postolju pola sata uz povremeno okretanje tubica
kak o b s e t a lo.dNgkongtdgaizorgisukegntefugirasifprminaita na 1300 okretaja
uminutina4°Ci s v a dprezngebukionjenatalog RNAo s u jg earzraku z81 5 minuta
i otopljen u 20° 40 pl vode slobodne d@Naza/DNaza (Merck Millipore, Billerica, MA, SAD)

Prema kvaliteti izolirane RNA pr ovj era kvalitete obzaagnjer
daljnju analizu transkriptomadabranasut ki va @¢el uc a sividjivim gzijdma gt ak
uzrokovanima prodom | i Ki i mametnila, odnosno gdj e su bil e uol e

upalne/hemoragijske lezij¢. z i st i Hkuplieni suozorci zgeredogane kontrole (koje su
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oznal en e kaozdrava kkisa il kontroly odnosnoz dr ava ¢gel ul ana i m
uzorkovanamjestabz | ezi j e, al i Kk omp Inken@erkonaotdn@ar img teesn e
suusvimstats i | ki m anal i zama z atkiumapDetalg danalizirasien 2z ar a (

uzorci ma ¢el tkivenavedensuutabtici 81.Genlithdac j e oMiwinbval ao
(kurvaturu)f undus ,i minltaruim k Miiglid rnialb ki itk v Buddddmmalne

dorzalne, interkostan e mi ¢ i | eU rnastadkitgksiap r & b mk o mizrazmAr gi egl tuednaj cafi

[ A minigliisd na transkriptome skupnih uzorakasim navedenihRNA je izolirana izistih

tkiva neinficirani hnadglie pokekad aazvaneanfigrang, gakokbbset r ol e
izbjegla zamjena endogeninkontrolama).Pripremljeni su skupni uzorci inficiranih i zdravih
dijel ova t %8 4MMestnajed ulcant(mMol=6a) 3i tmsgnhai (B kont
koje su bile Esperimentaloinficirane,tes kK u p n i uzorak po tkivu koji

a savatrkg va neinficiranih givotinja iz svih vre

Tablica 3.1 Detaljni opis skupnih uzorakparipremljenih za RNA sekveiranje.Navedeno je

stanje broj(N) b i o | cepglikaiulskupnom uzorkwparivanje s komplementarnim kontrolnim

tkivom, vrijeme uzorkovanjan ak on poket kmnane&spu sati ma) [ op
Uzorcikojipot j el u od gt feilodogdopmt awrb i o mamalhersi su kao

_ . N replika o Uzorkovanje _
ID Tkivo Stanje Uparivanje Opis
u uzorku (h)
Zahva 6 abd mi nal n
1M mi g i prodorom 3 M1 24 dorzal ni
I 32 i nterkost
Zahva 18 abdominal
2 M mi g i prodorom 3 M2 24 abdomi nal
I 32 dijafragma
Zahva 18 abdominal
3 M mi g i prodorom 3 M3 24 abdomn al ni
I 32 abdominal
6 abdominal
1K M mi g i Kontrola 3 M1 24 dorzal ni
32 i nter kost
2K M mi g i Kontrola 3 M2 18 abdomi nal
24 abdomi nal
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32 dijafragma
18 abdomi nal
3K_M mi g i Kontrola M3 24 abdomi nal
32 abdomi nal
10 abdomi nal
18 abdomi nal
18 abdomi nal
24 dorzal ni
KO M mi gi Nezar MO 24 abdomi nal
24 abdomi nal
32 i nter kos
32 abdomi nal
32 dijafragma
6 velika krivina
Zahva
18 velika krivina
1S gel u prodorom S1
D 24 fundus
i i
’ 32 pilorilKk
6 piloril ki ki
Zahva
) 18 velika krivina
2_S gel u prodorom S2
il 24 fundus
i i
' 32 velika krivina
6 fundus
Zahva
) 18 velika krivina
3S gel u prodorom S3 _ o
il 24 velika krivina
i i
' 32 velika krivina
6 fundus
Zahva
) 6 fundus
4 S gel u prodorom S4 _ o
i 24 velika krivina
i i
' 24 velika krivina
6 velika krivina
) 18 velika krivina
1K_.S gel u Kontrola S1
24 fundus
32 pilorilKk
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6 piloril k
) 18 velika krivina
2K S gel u Kontrola 4 S2
24 fundus
32 velika krivina
6 fundus
‘ 18 velika krivina
3KLS gel u Kontrola 4 S3 _ .
24 velika krivina
32 velika krivina
6 fundus
) 6 fundus
4K_.S gel u Kontrola 4 S4 _ .
24 velika krivina
24 velika krivina
pilorilKk
‘ fundus
KOOS gel u Nezar 4 SO _ .
24 velika krivina
32 pilorilk

Kako bi se potvrdila vrst@mametnila roda Anisakis k o r i hgutoeomieksperimentu,

odabrano je 14 |ilinki

iz TriReagent otopine (Ambion Inc., Invitrogen, Carlsh&alifornia, SAD) premauputama
pr oi z vNakoa lodvajanja vodene faze (pr@& protokoluprethodno opisanom u ovom

poglavlju), uzorci su se centrifugirab minuta na 100 okredja u minutina4 °C. Svi ostaci

vodene faz@ a ¢ | spuklengnidas e s pr i

je dodano 25Ql BEB pufera(prema englback extraction buff¢ruz treskanje od 1 minutea

vort e k s  WUNaker cantrifugiranj20 minuta na 1300 okretaja u minutia4 °C skupljen je

uzor kovan ijehzoluanggDNA c e s u

j el

kont ami na cZatma

uzor

vodeni sloj te jena njega dodan jedan volumen izopropilnog alkohola. Uzorci su mamg n i ,

inkubirani 5 minuta na sobnoj temperaturi i centrifugiramindinuta na 1300 okretaja u minuti

na4 «C. Uklonjen je supernatant i na peletde d

nekoliko puta okrenuti i centrifugiranDIminuta nal3.000 okretaja u minuti. kohol je oprezno

ukl onjen i uzorci su

kol i | i atalogvDNA)TE puferg0,05M Tris-HCI, 1 mM EDTA).

ano 7% étiinaglalkohola te suzora

nakon

f

sugenj3® ctlqgplojvamsin
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IzoliranaDNAKk or i ptraeda el i vanj e p orestrikegskif fragmenata d u l j i
(prema englRestriction Fragment Length PolymorphisRFLP) na ITS (prema enghternal
transcribed spacejsregii ribosomrske DNA. ITS regjau mno gjehan| anom r eakc]
polimeraze (PCR) prma pr ot okol u: pol et rf@l0diaubazatimrPa ci | a
ciklusa kojisuu k1 j ul i val BO sekendiand 9€C,8¢ sekundis paj anj a pol et |
kalupom neb6 °Ci75s e k un d i produ@AeCnj aZalvpmada Jteegalpjeé2 | anac
7 minuta. Prisutnost produkfarovjerenge na 1% agaroznom gelte su sgpotomuzorci (2¢ |
PCR produkta) inkubirali 3 sata na 3C s restrikcijskm enzimomHinfl i vizualizirali na 26
agaroznomgelRFLP wuzor ak k ar aikgeénetipAnisakis simplexseasa stricth b r i d
x A. pegreffii(fragmenti od620-370-300-250 parova baz4l07]u o | jezajednuli i nku, dok |
RFLP uzor ak k ar akpegeeffiffragmenti add70-30@250vparsva hazd)07]
pot vkodasml i h .1 i | i nki

3.15 Pri pr ema c D Nl#mina sekvengimarijec e i

UkupnaRNA poslaraje na suhom ledu Laboratoriza naprednu genomiku (Instifetu L e r
Bogkovil, ajgir epe ppwyijeraeslkiagkwol e uzoraka i
Koncentracija, | i st ol a jei upomljomAgitenti2106 SibanalRz@A o dr e
(Agilent Technologies, Santa Clara, California, SAD) i Qubit 3.0 Fluoroméidrermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, SAL9. obzirom na kvalitetu uzorka i mjesto lezije,

napavljenoje 16skupnihuzoraka d naj man jereplikesie dmimozag ki gi | no t |
za tkivo geluca, kako bi se daebiahauzmadnlyind rin uzc

uodnosuna e o ¢ t teiia @gabliga3.1). Zatims e pri premi la c¢cDNA knjign
Stranded mRNA kit (lllumina, San Diego, California, SAD) te fragmentacija i vezanje adaptora
(dodatna slika 10.1) potrebnih za masovni paralelni proce&wanciranja kratkih sljedova na

'l umina NextSeq 500 wurelLaju (IlI'lumina, San D
Korigteni | | Ikoristii setahnobgiokn vsekvenceganjsp omo i u  si nt e:
(dodatnaslikal02) . Pr ot ol nal d epriej ragntau p rciljv obg $mgerae po | e

na koje hibridiziraju fragmet. denaturiranih,
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su kompl ement at nj edbd| sphonneodl auenmije g iIPERate se stvaraju
nakupineideni | ni h ¢ D Mdesrallgek misigralakow a dstileentei ri  odi j el

staze na plolici, nastatinekolike miljuna naku@ng,akaejé se mMogg e

razli kovat iU iizdmwelleum sktoarzaak.u i dent i | ne ¢§ceD NAa omo |
kalup za reakciju sintez@snovaje ovog tipa sekvencirangha se zabil jegi fluo
koj i nastane nakon ugradnje obiljegenih deoks

na3' hidroksilnoj skupinbdcjepljivi priviesak iug dnom ci kl usu sekwvdignciran
samo jedan nukleotid u pol imasignal enomi katherom. | anac
Odd epl jenje biljega ohkioegoutiiudiae iu girdaudine da0&ni okvl ougs ar
U ovomi st r a¢enerisangiswk nj i kmiad & i h udal jenost. iz me
fragmenata fremaengl. paired end. Ova vrsta knjignica se kori st
sekvencira @®ogalpardva haza.Reatsud v a ol i t ared uslkiojj e d & ¢

nalazidioloj emu se ne zna $109.j ed, ali se zna dugi ne

RNA sekvencirarg revolucionaliziraloje i s t r @& tfanskraptorpa.Transkriptom| i n i
ukupanskup transkripata stanici ilitkvuz a speci fi |l an razvojni st a
Razumijevanje transkriptomaimyjo j e za tumal enje funkadvangenal ni h
molekularnihkondituenatas t ani ca i t ki va, kao i Zza razumiij e
transkriptomile s u : katal ogi zirati sve vrste transkri pze
male RNA; odrediti transkripcijsku strukturu genasmislup o| et ni ,h5 i B &rdjeva, a
obrazacaalternativnogprekrajanja (prema englternativesplicing) i drugh postranskripcijskh

modifikacija; i kvantificirati promjere razinei z r asgakog &anskripta tiiekom razvoja i pod

r a z | elspgerimentalninuvjetima[110.Svr ha opi sanog istragivanja
domaiinu bila je kvalitativno i kvantitativno
koje su uzrokovane infekcijow. pegreffil i | i nki , posebi ceajurddmj greea ai.
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3.1.6 Obrada sirovih podataka i mapiranje

Pr osj e lumnrenihisljedoygeneriran po jednomzorku iznosioje 31,2 milijuna (u
rasponu od 16,4 do 37,6 milijarsliedovg. FASTQC program (Babraham Bioinformatics,
Babraham Institute, Cambridg€B) upotrijebljenje za procjenu kvaliteteobivenih sljedova
opsega potrebnog podrezivanja datoteka u swuklanjanjanepouzdanih sekvencPRrocjena
kvalitetesljedovapotvrdilaje dobru kvalitetu podatakaa s v e | et i neisusledovii gt ene
spojeri u dvije uparene FASTQ datoteke po uzofRu. i mj jed eweal aniziodréhl(prema t a
engl forward) sljedova u odnosu na uzvodne (peeengl reversg, kao gto je oplen
za lllumina sekvencanje[111]. ProgramTrimmomatic[112] k o r i j&za eklanjanje Illumina
adaptoras k r a | bligdavak @r i g klienogokvina|l i t & pfag kvalitete 2
okvira4)iu konal ni ci preketkihudjddavan (<a3@ pazapljedovi s niskom
k omp | e k(sragerirbpile 70)vi ge od maknsiinenavanin bazal(@klonjeri
su uporabonprograma PRINSEQ[113]. U prosjeku, 87% uparenih sljedopeeostalge nakon
ove procedureS| j edo v i su zati m m&atusrnarvegicugBerkenpaeitn o m gt
1769)(v6), Ensembl izdanj@1[114]sp o mo | u p r o I¥15,kaji je SpbtheRljen iza
broenj e sl j edova mapiZapotrebdmapiranjgmad rn gltaje inn gesunsia .
klastera Isabelldhttps://www.srce.unizg.hr/isabe)laGeneriranipodaci pohranjenisu u javne
baze podataka ijavno su dostupni pod pristupnim brojem SRP15049D (brojekta
PRJINA475982) prekblCBI Sequence Read Archii&RA).

3.1.7 Analiza diferencijalnoggenskog zr agaj a

Paket egeR[116,117]za pogram R (verzija 3.4.4118] i Bioconductor verzija 3.6.19]
k o r ii spzaeksploratornu analizu podatakep r mal i zaci ju broja olitani
po transkriptylogCPM, prem engllog2-countsper-million) tesupr opr i j et et ni st at.i
paketaed ge R kori gteni z@ag ainageaadla) al e me t eerazdiab@a Il n | i
varijabilno s t i uzerake ildiskretnaggrupiranja nakon analize glavnih komponenti (RCA
prema engl.principal component analygisuzorci § ell ainii h miihgtkiva analizirani su
odvojeno. Uzorci neinficiranih gtuejdouhl ni su
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predstavljeni jedninskupnim uzorkom po sepodatakatesk o r i g t esvrhueksmonatmrney
usporette s glavnim uzorcimai vizualnim prikazima Zn akloajjek esu bi | €s ni sk o
manje od jedno® | i tpa mijijuen po uzorku i najmaje tri u bilo kgem eksperimentalnom

stanju)i s k | jsuptijeeanadizePodeacii z r a g anmapirang@ prikazani prekd&ntrez Gene

genkih identifikatomsp o mo | u zpamdtimrijegat ak or a o[t26l. Rn. eg. db

S obziromna b da uzorci nisu n@sisni,u st at i s tkiolrki gupaemndzijn z i
kako bi se uzela u obzir Jinjenica da su inf
givotinje. Wrihgatljivapevi es bpait mast nast a,@kmkogr e gk e
korekci e za Vvi gest r ereon Benmminiet Hoghiogrge metode,r gozpate pod
nazivom FDR (prema engdhlse discoveryraleU i dul e rk ok 0 fpanietatla TREAT
[121], t a k oimiptementiranau paketu edgeRkako bi se identificirali geni shajmanje
dvostrukom promjenom z r augeispesimentalnom stanjdl16,117] TREAT j e produg
empirijske Bayezijanske modeirane t-statigike koju je predstavio Smytf122], apost i g e
pouzdane p i FDRrijednostiza pronal agenj emigenad&d@jeddmodeogkici )|
zn a| akkadasep k1 j uloimj pr ag i interesd wfprmalmo t@stiranjuhipotez. Na
ovalj analifaisenu s r e d mat genek o j i I maj u snagni Paket pr o mj
ComplexHeatmapl23] k o r i j@jzaézoalizacijuobrazaca zr agaj a di ferencij a

genaspomol u raspona boj a.

3.1.8 Analizefunkcionalnopp bogal enj a

ProjektGene OntologyGO)predstavljss i st e mat s k i orgobogije Zpagtpaur a z v 0 j
bi ol ogki smislenim Anetradiujkama a@enga riokomi h@aws
obuhvala st iaakbbporen @ielove staniceli i nNjezino i ¥Nyanstar
molekularrefunkcije (elementarne aktivnosti genskog produkta na kudénojrazinjib i o & o g k
procee (operacije ili skupogmo | ekul arni h dogalLaja s definiral

odnose na funkcioniranje integraiorganiemd)[124]i vot ni |
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Analizao b 0 g a | e n jgenské entolovijéprama englGene Ontology Eithment
Analysig u skupudiferencip | no i zr a § e mjo% | LggE®@ |a>,JpréniaRngleg fold
chang® i z enaj korig t e nAgoamd funkcije, koja je implementirana u paketedgeR
[116,117] s pragom FDR < 0,0%eu z i maj ulii ius porbedsiranosinpstil 2bog
| i nj eduligesd damaj u vel u vj er o]jeatovakndRNA gekvencirargak a s t
[125]. Prvihndeses t at i st i | ki zpaj mpwnwad pbogeal edakojii prvi
opisujub i o eprogeke, odabransuz a vi zual i z acGOplat[126]okojisestemelji i p a k
na paket ggplot2[127].

Paketgage[128] i GAGE test(prema englGenerally Applicable Genget Enrichment
iskor i suz@anianal i zunead ladomii & dogitalna iz baze KEG@rema engl.
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genonjig®9]. KEGG jesustavbaza podatka koj s | ezg
razumi jevanje funkcija biologkog sustava na r
informacija na genomskoj i molekularnoj razltk EGG | e or g a nkategonjean u |
sistematske informacije, genomskéimacije, kemijge informacijete zdravstvene informacije.
KEGG putevi (prema engpathway | i ne kol ekciju rulno iscrtani
sabrana znanjaomea b ol i zmu i s t ta suimolekulanne mterakcije § reakcye
umr egene s ci |naenjmovihnpradekatd129%A nj a ge

Logaritmirani (log2) omjeii i z r a dphijerd nakonuklapanja linearnogs t at i st i | ko
modela u paketu edgeR16,117]k or i sukani obi | JT-tesjizvede @ kakoabi se
uspoe di | e prosj el amj er a jgempodunkcipnaliorm ¢EGGsety za
gel udaodvijengni gi el at i v n o mlogotjerb 5 u avhdilirimmihogena.e | n i
Testovi su napsdjeni za potaknute u t i @ aobogtrano regulirane puteve, odvojeno za
met abol il ke i signalne setoRreagt estsaetiosviea | pev e
postavljenje na zadanug r a n g lrijednost od 0,1.U rezultatimasu predstavljenioni
metd o liii $igkaln putevisp ov i gik 8B 0 mg eeguanijom koji suzadovoljli st r o g e
kriterijeaenat afgnveabost k®,01). Paket Pathview[130] k o r i j§ kae n
vizualizacijulogo mj er a di f er egem{FPR<0/0% namapanEEE&@ bate za
odabranes t at i st i putevezakoje aelsmgtrada predstavljaju najzanimljivije nalaze ovog

eksperimenta

33



Metode i materijal

3.2Metode i materijaluis t r a upaaaj ed o Mmadoign
3.2.1 Uzorkovanjep ar at eni | n Sagdinalpilcimeadu n a (

Ukupno 1564edinkesrdeleuzorkovamesui z r agedgrafiskippa chr ul j a Sr edo z
mora, urazdobljuod 2013. do 2015. godirfdika 3.1). Tijekom 2013. i B14. godine prikupljeno
je 908 sdelas postaq uzorkovanja u Jadransk@moru, dokje u 2015. godiniskupljeno 656
srdelas postaja uzorkovanjaaapadnom Sredozemn@moru Svi uzorciprikupljeni sutijekom
toplijeg dijela goding odnosno tijekom proljetnog i ljethog razdobljako su svepostaje
uzorkovanja Wadranskommoru dio iste FAO (prema endfood and Agriculture Organizatiyn
europske ribolovne zone 37.2uzorci su dodatno pageljeni u dvije podregije:sjeverni (NA) i
srednji (MA) Jadranjer ih karakteriziraju ji nst vene batimetrijske, h |
osobing[131]. Natemelu navedenih osobinkadr an je oplenito pipdijel
sednj i [ [182G184] (pridaaada kaonisprekidane linije sdici 3.1). Sjeverni Jadran
naj geipbd s nugegajein priljeva rijekaa sjevera ltalijg135], gto uzrokuj e
borealne osobine naj vi gu st opu udredoaecmsommorudlBly. Srednjp d nj e
Jadrandublji je i dose @araud&® umk o,j ak oRdli and80metdradubipe) a g
odvaja ga od[13pJu g.dh o g nnhjdublpjediodadranskog mora i nalazi se pod

s n a ¢ ntieamem Jonskog mora[131]. Gt o s e til e p ous tapadram Uz or K
Sredozemnme mo r u , one obuhivepioa jr,ukdjenje betemgeno a1 smislu
abiotiilbkiot i | ki h obiljegja. Stoga su sve tri o

moru analizirane odvojeno. To su postajasjevernomTirenskane moru (FAO 37.1.3),postga
uzorkovanjapokraj zapadné&adinije (WS) (FAO 37.1.1)) post aja wuzorkovanja
Sicilije (SS) (FAO 37.2 .2).
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sjeverno Jadransko

"" more (NA)

EUROPA

‘ adranske B (MA)

AFRIKA

®

Slika3lKarta Sredozemnog mora na Kkoj oj s u
Postaje uzorkovanja u zapadn&medozemnommoru: WSI postaja pokraj zapadne Sardini
SSipostaja pokraj i gjevegno &irenSko enoré. iPpsEje uzdtkovanija
Jadranu: MA' srednje Jadransko more, NAsjevernaJadransko more

3.2.1 UV-kompresijska metodaletekcijeAnisakisspp. i identifikacijav r st e | i | i nki

Svi uzorcisrdelakupljeni su naribarnici ili su ih ribari ili pouzdanirgowii s por ul i | i

pol ell enet rasgnovedldkénenje enj a ukupne duumnimasedodo n aj
ng b | 0,1ggjsvakoj srdelodvojenisuvisceralniorgani od filai spremljeniuprozirnep | ast i | ne
vr e precgeani p o dom h p d eigoahimanjénikna -20 °C najmanje 24 sataZa
pregledavanje uzorakla o r i @etU¥-koapresijska metod§l36], koja iskorigtav
pojavu fluorescencije zamrzntti | i | i n Knisakidde iMetedd gei temelji na vizualnoj

inspekcijipr e g an e r (videdrglniéh orgahail fitke b keoji su nakon dubokog zamrzavanja

pregledanpod UV svjetlom valne duljine od 366 nijevi i desni filei odvojenisuna anterie

ventralni (AV), anteriedorzalni (AD), posterieventralni (PV) iposteriedorzalni (PD) dig te je

brojnametnilaz abi | j e g e n azasebsoista jk primiggnjemmafvisceralinim organima,
koji su razdijelieninajg r u, gonade i astpedé/anjdvaNarmhginic suazbroghi n e
identificirani dorodas p o mo | u s wa mikroskopasQlympus SZX10 (Olympus Corp.,

n

Shinjuku, Tokyo, Japanpr ema mor f ol ogki m dilB7agnosti | ki m ki
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Uz or ak o dAnigakigipl lidentifitikam jedo vrste upotrebomenotipizacijgreko
Vi ge .lPiera akhgagpromatranimnad i | a g n oleztimskimkiakusima tj. Adik100,
Pep G1100 i Pep €100[138], 6 7 Anisakigipak i i z s vi h t odertificieaneu z or k o
su kao vrstaAnisakis pegreffiiUkupna DNAizoliranajek or i gt enj em, kéGkb feB met o
prethodnoopisano uiteraturi[138]. Uk r at k o, itkjemamakd ivia wosb | Sillamdul j i r
@i 157 20 mg tkiva)dodaneu pl asti | nu tubicu od 1,5 ml s b5
proteinaze K10 mg/ml). Uzorci sunkubiraniuz treskanje 5 sati na 3&, do potpuneazgradnje
tkiva. Nakon razgradnje tkiva svaki uzoraklodange5 0 0 ¢ | s nkjoreferra: izbaenimio |
alkohol u omjeru 2524 : 1, saturiranes 10 mM Tris, pH &, 1 mM EDTA Uzorci su hakon toga
protreseni 15 sekunda na vorteks aparantrifugirani 10 nmuta ra 13000 okretaja u minuti.
Supernatant u vodenom slojur e mj jegt enstu pl ast mlli pooovijenajgi cu o
procedurasmjesom fenot kloroform : izoamilni alkohol. Nakon toga je ponovneupernatant

prebalen u | istybplmdstii |drow athwbijecu 5dddonwdga k| or o
protreseni 15 sekunda na vorteks aparegatrifugirani 10 minuta na 1800 okretaja u minuti.
Supernatant u denom slojjpr ebjgbehi stu plastilnu tubicu od
apsolunog etil nog al kohol a i 20 £0°ChdhsdtbaNakon t e s

toga sucentrifugirani 10 minutana 10 oket aj a u mi n udprezmje ukionjema, t e k u | |
jerje talog DNA prilvrglen 08 etinmguwlkoholapuzoccesu Do d a
nekoliko puta okrenuti i centrifugirani 10 minuta 1&000 okretaja u minuti. kohol je oprezno
ukl onj en i uzoroctiopdy emak awwn odwmP@0#jB@A | sl emovokauo
kol i | i atalogg DNA)TE pufera(0,05M Tris-HCI, 1ImM EDTA). Kvaliteta i kvantiteta

DNA procijenjengespomoil u spektrofotometra (Eppendorf,

Dio podjedinice Il ntohondrijske (mtDNA) citokromc oksidaz (cox2) amplificiranje s
po mo i po et n2léRA (5TTTTCTAGTTATATAGATTGRTTYAT-3) i 210R (%
CACCAACTCTTAAAATTATC-3") [139] | aamdm reakcijom polimeraze (PCR)rema
protokolupo| et na de nat u€ aminuje,aatinD3M Aiklusagkoji 8udse sastojali od
denaturacije 30 sekuatha 94°Ctel mi nut u spaj anj a p@iPGksekondc a s k
produgenj 2°d.a nZaacvar gmnao 7p rir@aloje §Cerminuta. Prisutaastapodukta
provjierenge na 06 agaroznomgelu e j e pr o d u k anja komé&rajaino gekvenkirarg | a v

(Macrogen Europe, Amsterdam, Nizozemskap bi vene sekvencimakagespor el el
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Metode i materijal

prethodno objavljene GenBanlbazi podatakaavrsteA. simplexs. s.) (DQ116426A. pegreffii
(JQ900761) A. berlandi (KC809999),A. typica (DQ116427),A. ziphidarum(DQ116430),A.
nascettii (FJ685642),A. physeterigDQ116432),A. brevispiculata(DQ116433) iA. paggiae
(DQ116434). Svih 67 sekvenoitDNA cox2 potvrdile su identifikacijwrste A. pegreffiite su

pri | a@enBaekbazupod pristupnim brojevima: MF960820, MF960821 i MF960822. Uz
o b | A. pegreffij uzorcinametnilaHysterothylaciunsp.(Nematoda, Raphidascarididaep k o L' e r

suprikupljeni svisceralnih organaidentificiranipremamo r f o Imo g k j a gnn &3 § wull ke vi m

[137].

322 Statistil ke anali ze

Parametri bji opisuju populacijinametnila : pr eval enci j a, prosjeln

abundancija z r ani suurpeogramu Quantitative Parasitology BL@0]. Sterneov 95% iterval
pouzdanost. (i p 00Q)i azgrodi|jeua prevdlantijd imowotstrap@5% N

interval pouzdanosti (200@btstrapp onav |l j anj a) za pr o s jNedativiu

binomialni modelpredstavljacje analizirane podatke pmea metodi maksimalne vjerojatnosti

[141]. Indeksiagregiranjdk or i gt enii u omjer suvaiijandeirsiednjkataimieks

nepodudarnost [142]. Usporedba razminfekcijeo b | i A. megneffiiu srdeld z r andjein a

programu Quantitative Parasitology 3[040] k o r i s t eolv iegzaktii ekt eiliegzakani

nekondicioniranitest(zaprevalencil, o vi s no o0 Vv €143] i boatsiraptitestaar dikaa )

abun

uzorka(pr osj el na iantenzietirdekoje). P& ar sonova korjezaaci j a

testiranje povezanosti abundanai@metnila i duljine ribe (SPSS Statics, verzija 14.0, SPSS

INC., Chicago, lllinois, SAD)Bud ul i da se duljina ribe poka
abundancijmametnie za oba i stragivana geogr admsthim@ podr L
(u Jadranu z&. pegreffii =)0.20, p < Q1 i zaHysterothylaciums p . = 0,23, p < @Q1; u

zapadhom Sredozemnom moru 2a pegreffii  =)0,44, p < )1 i zaHysterothylaciuns p . = |
0,02,p=0,76iza posl jednji podatak nije zabiljegena

Hysterothylaciunsp . ) u sve i dribdueedeage &adokovagjabld. Trfaktorskan

analiza varijance s karolom kovarijabli (ANCOVA)upotrijebljengje za testiranje abundancije

nametnika u odnosu na lokaciju unutar ribe (visceralni orgéijglovi filea) u Jadranskoemoru
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Metode i materijal

(faktori Al okpastajajzarkoyasiigodiokafiei zA podrulje za
mora primijenjena dvf akt or ska ANCOVA, . beda fi aéstiranaja | A qio d
abundancija nameika prema lokacijunutar filea (dorzalnit r bugni di o).l i ] evi [

TrofaktorskaANCOVA k o r i getze testiranje razlike u abundancijametnila s
obzirom na vrstu oblila, kao i i zmelu post aj
Jadranskog mor@ b u d ujé uzorkdvanje trajalo dvije godineaJok je za zapadno Sredozemno
mor e Kk or ikiptslkarANCOYA. Trdfaktorskimo d e | u Kelfji uklsinvea oi me L us
ortogonalndaktore Asrstanametnilafi ,postajau z o r k o vgadingfii.aDiljina ribesmatralese
kovarijabbms v e naved e fednone mogdutnoar itmaaj urza lmang umé u o
varijaciju u abundancijijametnila koja je povezana s dulpm ribe.Dvofaktorsk modelnije imao

faktorAg o d.i n a fi

Prije provolLenj a taveasidrralndrbza® \hémogepostievarijrees
testiranaje KolmogorovSmirnov i Levene testovima. Pea met r i j ske statisti|
ideal no pr i | agnedatenojebinamgainoj ragppek nametnila, ali ANCOVA
testovi ra netransformiraninpodacimarelativno su robusni kad se koriste na velikom broju
uzoraka,kagt o j e oBuwWduodpmB Aol afa oba geografshkm podr
razdiobu, u svim analizama o r i $umetransformirani podaczb og povel anie vij er
pog e g k e [144], paaila | z n al @qg Ntorsje pe<n0P1). Posthoct e s t u sl ul
pronal aska zizmdl|ua jpnoebiaje@&akiesHewell, jer ne petpostavlja jednake
varijance te je prikladak ad post oj i razfl4ska u vel il ini uzor ;
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4. Rezultati
41Rezultatiist r a@@hmampdel nom sl ulajnom domaliinu
4.1.1 Vremenski tijek infekcije

Rezultati preliminarnogeksperimerdt pokazalisuda jev r i j e meanjzAaidakis) a
pegreffiill i | k a 8 i g telatkrm rkratko(odnosi se na razdoblje od intubacije infektivnih
l i1 i nlkdacgu a § etrrae nduot k a drm anm U @abligendjl)aV e est gatinakon
infekcije,tajudiomanikienan a(piuzgni8 f e 8@agemd %unut ar (
preliminarnoji eksperimentaloj infekciji), a nakon24 satap r o n aili je nko 30% unutar
d o ma | A pegreffiil i leinisuksikronizirano migriraletijekom infekcije. Uo | e ndva s u
nal napugtoanmj djekan preliminarne ieksperimentale infekcije Jedanj e nal i n
pasivnoizbacivanjekroz probavni sustavpotpomognui peristaltikom bez vidlivao gt el enj a

tkiva. Drugijen a lpienn et r a ¢ tajkag iliglebklagcrgevas migrac j om kr oz tr bt

prsnu ili zdjel i lalbudojgmipn g li nodiraneepifethismed g g ri o
samo u preliminarnoneksperiment . U vel i Aipegeffiiudl zaaj peavieijekom
prodiranjan a r az | i | istl ium nmij¢ gsonyia@rbad o ani n a |, reisthupravo @i | a

tkiva odabrana za daljnjaolekularrei hi st eapaiz ol o g Kk
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Tablica4lSaget. prikaz eksper-bawhewnl geakofa@ksi | ec
Anisakis pegreffil i | i n ki (L3). Navede(N),yripmeurokpvanigm,t ubi r a
organ na ikmkenrsaundlidne piosehbodomkr p@odd)b&€ eni h | i
N Uzorkovanj % Organ nakojemsup r o n all3e

|l stragivgivot epli(h L3 SD(%) (%)
preliminarno 3 6 833 58 52%ocrijevo, 36%Q e | ul@%jetra

353%g el udad/poorjiejdd"

11,7%mi ¢5,9%
preliminarno 3 10 55,6 41,1 epidermis/slezenaljetip o j e d) |

25%mi gi | /wpre/rd djoalei
gupd(poj ed),x28% no
preliminarno 3 24 270 286 g¢gel udadpajred)enval 1

100%g el udac

preliminarno 3 48 16,7 15,3

33,3% peritoneum/slezeiferijevo
preliminarno 3 72 15,0 212 (poj ed)ynalno

46,7%¢ e | u3d,&kcrijevo, 6,7%

peritoneum4,4% mi §4,2%
eksperimentalno 5 6 89,3 136 j etr algtumphb(@ g mead) n

57%crijevo, 38%¢ e | u5&ba c
eksperimentalno 5 10 789 11,7  peritoneum

70%g e | ul@%zcdj el i | n«

gupl j i/pedtdneumgq i |
eksperimentalno 5 18 38,3 333 (pojed)nalno

333%¢G e | u28%nsi ¢16,7%

crijevaglutpd(h a pead),
eksperimentalno 5 24 30,0 182  8,3% peritoneum

454%¢ e | u2d,2%emi ¢§182%
eksperimentalno 5 32 29,2 27,9  peritoneum9,1% crijevo

p/inakiomf e BBiisjt e,n ddaervdinjaaci | a

4.1.2 Histopatdogija infekciiemo d e | n o g dsolmali d jnraAnipakispegiefdi m
Unut ar Agpegretfit a | pnkaaslite nreano] fazi mi gracij e

uzrokujuli k o nogoinid parjgtalnih ii zimagenkhrstanzcauznice(slika 4.1 A).
Na mjestupenetraciieu o | e n  j epolimonfdnuklearnn Eukocita( pr et egno neutr
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povremeno eozinofjl, dok sumakrofaguo | e n i u m.darezevima kkivaodjjivo je da

stanice nisu u izravnom dodiru s Kkatiom!| i | ,ivjaréjagno zbog a g i rkavazpogpripreme
uzorakaNa mj e st u mi vglliva je iugtueabazalnemembkare muscularisnucosae

U blizini dviju susjednih arterija u submukogir i mi j ei eno je veliko n
p o mi j engaajimapalnim infiltratom i blago krvarenjéslika 4.1 A i B, zvjezdica). Obilna

krvarenjak 0 j a su op adgaedbegi poti d hglder su vi drhglouva u s
Submuk o0 za | e pr et plgnorionukleanfmi ldukocitima p N @ t megtmofiima) i
makrofagma, koji su prisutni i z me L u v | adom tkiea, filereblastav i fibrocita.
Polimorfonuklearni leukociti koncentrirani sakonekio t i | n o g fra suspdnihjkranihp o
gila i i pggreifil a j| Wdik& 41 C). Makrofag su vidljivi u dubljim slojevima
submukoze, blige knalenukcika¥.l®&u b mukoznom

U abdominalnoj muskulatyriA. pegreffiil i | iuzrdkavalaje fragmentacijutkiva i
nekrozs  dmiggacijskog putgsika 4.2 A). U perimizijalnom veziwi prisutanei z vanst ani | 1
edem i umjereno krvarenjelsp al ni m i nf i | odrpalimafonukkearihilaukoata i m

(pretegno neut (dikafd2B)a) Ne k onlaikk @ f pglai mor f ornuk | e a
je bilo vidljivo u endomizijui izmd. u  mi o c i t Eenemaaijd mjl éRritkev e (1800 u

puta otkriveno je strukturno raspadanje i nekromi ¢gi | ni h volkarkuagnuaj u%k oljia i n
nakupljanemo bi | nog detriugai | p oagdg jse liyojnim polimorformklearnim

leukocitima imakrdagima (slika 4.2 C).
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Slika41lHi st opat ol ¢ejlku c upeartteakiehnpagreffiL 3 | & (A)iRarka faza migracij@. pegreffiL 3 | d
kroz sl uzni c ute gzeokouahaakonepresid iingkreamdindr parjetalnih (Pc) i zimogenih stanica (Zc). Migrac
| i Keuzrokovala je rupturbazalnenembraneimuscularis mucosgeMm) . Vel i ko nekrod i mngep
pored dvi krvnih § & (Bv), odmah ispody | at ki h mi gNekoliko tibovaupakmik staniaa(vrhovi strelia), mo ¢ e
vidjeti na mjestu penetrgcie | .iINaemk é er i j i se moge vi dj eritracitimae subnkukozDuljiina
oznake=200e mB) (Det al | vel i kogzvjezdi®)r optoir|endo gk rpvonder udlijllag Kem ap oninie
nekolicinom eritrodia (tanke strelice). Na dnu lezifpogu se vidjetneutrofili (strelicek o j i s u o lpenetrgcijd i | .ir
Duljina oznake = 5@ m .C) Upalniinfiltrat privelikomp ovel anj u, bl i ge mjelsitkuo pmekires
brojnim neutrofilima (strelice) i nekolicinom makrofaga (ovhstreli@r as pr ¢ e me tha k ol a g(€fy fibloblalsta
(Fb) i fibrocita (F). Duljina oznake = 206 m(D) Opse gno s ub mu k o zelikom pove |/ a rs pomjjire zrefnr
eritrocitima (tanke strelice) i nekoliko makrofagarfovi strelid) i z koladgénskihvlakana (Cf)te u manjoj mjeri fibroblast:
(Fb) i fibrocita(Fc). Duljina oznake = 2@ n{1% otopina toluidinskog modrija
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S| i4RkHi st opatbladigkimi amil (oénkipen e t A med rjileF f fei n k
A)Zbomg gr Aqgiejgaled fiilliknkper i miwve 7iavkmaveos | aleka o z
t kiipacamijge VIna k(aifdumi gr acpytbakgme i dyektpker gi ne
i spusjiteaen@len r i,p amiojmeogba nlempiaminni fm | (tzrvajteockhmhj ee g no
krvanéelgperziniBmaj escurmg e rwema Inminn fm |, mo gseaoimd et i

by
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neposrbeldinoijniinNke&k oh poil hmor flohaklkeaydasievi djuet i
endp mjumi gcipj ierkiogi vV Ina k(aMfmr emjae pt odoirlai skeel i ce)
Dul joizmaxkRd® m.(B) Pe r zinjiak mwaempevig | i kowme [ (aH8g aur el i m
eritropcasnkaapalinnfm |starsattaowngjl enordmoenut ( cft &led i c
mal bmojmarkr o abavri erlsipcrag)ennmdrll ua kvaenzai v Rk o@uwal.j i na
0z n &k2e0em. (C) Ne k r o tpioldre@ ryel i kowme | he@jpo k apujcanj e
zlaval mingin Ind khawrig b i sl tnai rdielt m(iSC,)o mi jse gajmreium r of i | i m
( steienlaikegom@mr hotvi eblliilczal) upnekre injiR)fL % o | s ko chn i. | o

Dul joizma Xk @m.

413 Di ferencijalno izrageni geni

L3 1 i lewrsteA. pegreffiimigrirale sunesinkronizirano i nisu pokazale preferenciju za
mjesto prodiranja unutaregledanih tkiva. Sukladnotojmu opagena |j e negto ve
izmelu wuzoraka wunutar e k s p e r analiger(sika K.3).ilgak, s kupi |
stati st iotkrkagez @ n & ldurarkd degulacije gena povezaniA.egreffiiinfekcijom
ugel ulianmingi I nim tkivima. pOkumgrea ogs7skmiilgdeanjlody7 2
i z r adifergn@pinoi z r a (DE, prena engldifferentially expressgdyena (FDR <0,05) u
tkivi mzahelabeai ma pA. pedreffiia633 (12B0p o n kgg einzoi 40% aj a
sni genoy DErg@@&ma au mi giziamivm I teknii vwiam gA. gegtasfic corma | i
(sika44), u usporedbi s o dPgtpuni aapiagenavnojmdoktupamer lod a ma .
dodatnim materijali ma objavl j enopgpovezngianst ve
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2018.02055/full#supplementatgrial

SamodioDEgenao v iogi & g 0jjgBAREAT test i pokazao snagn:
u odrosu na kontrolLogFC >> 1: 41genu g e | u | (tablida2) i 111gerau mi gi | ni m
tkivima (tablica 4.3).
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Zeludac Misi¢

504
8 g 201 .
c c
S 251 ® S
g [ Stanje [ e Stanje
® Anisakis 2 Anisakis
N 0 ° ® Kontrola 8_ @ Kontrola
ﬁ' Vanjska o 201 Vanjska
Iy kontrola . kontrola
o O

®

o a _apn-

—o5 ] 40

_40 _éo [I) 2'0 4‘0 _60 T T T T T
. " -40 -20 0 20 40
PC1: 41,3% varijance PC1: 41,23% varijance

Slika 4.3 Vizualizacija prvih dviju komponenproizag | i amaliZz gtavnih komponentjprema
engl. principal component analysi®CA)i z vr g e ni h (preraa ehgbbog2@duMsper
million) normaliziranim vrijednostima z r a ¢ a jtkivimgdeonnaa (ui waxi ( ) ikdjait
su bila zaoomali ¢ nAnikakid gudjednihzdravih tkiva eksperimentalnc
zarageni-Daw3peryaggmarddapr a ( sti h t ki v aVanga
kontrolg).
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Zeludac
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Slika 4.4 Vizualizacijao d n 0 s a agaritma dmjeralz r agaj a
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t ki vi maA. gegreifik o n 4d
jaline izr agGb)

gena u

diferencijalnoizrag & gen su pikazaniu crveroj boji, dok sudiferencijalnoi z r aggneknjiisuprog ITREAT test (| logFC | >> 1
0 z n a gingbaolima genalPuni nazivi gena prema engleskom jeziku su navedtablici 4.2 i tablici 4.3.
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Rezultati

Tablica 4.2 Popis diferencijaln® z rnia gera(FDR < 0,05u
sl ogeni prema r as t.Ndvédeni sopsR(premadngleskom wasivu)isimiaol gena, log2omjemi zr agaj a

(logFC), p vrijednostiiFDRV ed v r i j ed n o s tistaknutesjitammiim rijansamajpkaye &oje.

g e | qutca knfiairaaih s

Opis gena Simbol gena
1 regenerating family member 3 gamma Reg3g
2 regeneratingslet-derived 3 alpha Reg3a
3 S100 calcium binding protein A8 S100a8
4  C-C motif chemokine ligand 2 Ccl2
5 regenerating family member 3the Reg3b
6 matrix metallopeptidase 13 Mmp13
7 S100 calcium binding protein A9 S100a9
8 C-X-C motif chemokine ligand 1 Cxcll
9 matrix metallopeptidase 3 Mmp3
10 C-X-C motif chemokine ligand 6 Cxcl6
11 regenerating family member 1 alpha Regla
12 C-C motif chemokine ligand 7 Ccl7
13 5-aminolevulinate synthase 2 Alas2
14 glycosylation dependent cell adhesion molecule 1 Glycaml
15 chitinase 3 like 1 Chi3l1
16 pentraxin 3 Ptx3
17 chemokine (€X-C motif) ligand 3 Cxcl3
18 hemoglobin subunit beta Hbb
19 C-X-C motif chemokine ligand 2 Cxcl2
20 hemoglobin, alpha 2 Hba2
21 hemoglobin, alpha 1 Hbal
22 FOSlike 1,AP-1 transcription factor subunit Fosll
23 TIMP metallopeptidase inhibitor 1 Timpl
24  dual oxidase maturation factor 2 Duoxa2
25 lipocalin 2 Lcn2
26 STEAP family member 1 Steapl
27 heme oxygenase 1 Hmox1
28 phospholipase A2 group IVC Pla2g4c

o b IA.ipégeefiij nakon TREAT testa

logFC

4,678
3,347

3,874
3,532
3,463
4,431
3,802
3,041
2,566
3,56

2,283
2,31

3,645
3,738
3,369
3,921
3,291
3,381
3471
1,915
2,01

1,943
2,82

2,099
4,402

p vrijednost FDR
1,24E-178 153E174
1,05E-39 6,49E-36
5,52E30 2,26E26
1,32E-29 4,07E26
1,28E-21 3,16E18
2,24E-19 4,59E-16
9,49E-19 1,67E15
1,28E17 197E14
1,05E16 1,43E13
1,00E&15 1,23E12
8,71E14 9,34E11
9,10E14 9,34E11
2,59E-13 2,45E10
2,24E-11 1,97E08
2,42E-11 1,99E-08
1,96E-10 151E07
4,05E10 2,94E07
2,66E-09 1,82E-06
2,81E-09 1,82E-06
3,36E09 2,07E06
15108 8,82E06
6,46E08 3,61E05
1,06E07 5,69E05
3,14E07 0,000161218
5,49E07 0,00027018
1,18E-06 0,000557445
1,52E-06 0,00069466
2,01E06 0,00088506
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29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

beta globin minor gene

hemogbbin alpha, adult chain 1
arachidonate 18ipoxygenase

protease, serine, 22

metallothionein 2A

interleukinl11

serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 3N
TNF alpha induced protein 6

epiregulin

matrix metallopeptidase 10

C-C motif chemokine ligand 3
complement factor |

C-typelectin domain family 4, member D

LOC100134871 3,229

Hba-al 3,338
Alox15 2,06

Prss22 2,439
Mt2A 2,154
111 2,155
Serpina3n 2,476
Tnfaip6 2,242
Ereg 2,133
Mmp10 2,485
Ccl3 2,279
Cfi 2,106
Clec4d 2,273

2,31E06
7,43E06
7,84E06
4,02E05
4,52E05
6,60E05
7,36E-05
0,000105925
0,000109574
0,000118703
0,000148223
0,000154753
0,0001.58448

0,000978512
0,003047367
0,003114085
0,015450787
0,016867502
0,023880457
0,025869244
0,036220297
0,036455565
0,038453685
0,046785114
0,047572957
0,047572957
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Tablicad3Popi s
sl ogeni

di ferencijalno
pr ema

(logFC), p vrijednostii FDRV e ive i j edno st i istakmifesutaranijiin mijanaagna plaze boje.

miz g ia & ie mlinficiramgheo b d | Al. FeBNEYij rakod TREAT)estau
r a s t. Ndvédeni sk (prenta iejglesttamanazivi) nsamboli gena, log2 omijez r a g aj a

Opis gena Simbol gena  logFC p vrijednost FDR

1 C-X-C motif chemokine ligad 1 Cxcl1 3,059 2,18E20 2,53E16

2 S100 calcium binding protein A8 S100a8 2,41E18 1,40E14

3 C-C motif chemokine ligand 2 Ccl2 3,799 1,02E12 2,82E09

4 S100 calcium bindingrotein A9 S100a9 4405 1,16E12 2,82E09

5 NLR family, pyrin domaicontaining 12 Nirp12 1,21E12 2,82E09

6 interferon regulatory factor 6 Irf6 3,072 543E10 1,05E06

7 angiopoietin 4 Angpt4 3,042 7,48E10 1,24E06

8 interferoninduced protein with tetratricopeptide repeats-lik Ifit1bl 3,059 9,24E-10 1,34E06

9 STEAP family member 1 Steapl 3041 1,94E09 2,51E-06

10 stefin A2 Stfa2 4,265 2,18E09 2,53E06

11 triggering receptor expressed on myeloid cells 3 Trem3 3,741 5,09E09 5,38E06

12 interleukin 1 receptor antagonist [11lrn 4,221 8,97E09 8,70E06

13 insulinlike growth factor binding protein 4 lgfbp4 2,083 1,06E08 9,45E06

14  nipsnap homolog 3B Nipsnap3b 2552 1,77E08 1,47E05

15 CD8amolecule Cd8a 3497 247E08 1,92E05

16  glucagon receptor Gegr P55 4,07E08 2,96E-05

17  C-X-C motif chemokineaceptor 2 Cxcr2 3,052 1,09607 7,45E05

18 insulin-like growth factor 1 Igfl 2,073 1,18E07 7,62E05

19 myeloperoxidase Mpo 3136 2,53E07 0,00015474
20 selectin L Sell 2,779 4,05E07 0,000235412
21 C-C motif chemokine ligand 20 Ccl20 3,896 4,28E07 0,000237022
22  solute carrier family 41 member 2 Slc4la2 2,243 491E07 0,000259573
23  serine (or cysteine) peptidas#ibitor, clade A, member 3N Serpina3n 3,788 5,41E07 0,000273616
24  C-type lectin domain containing 5A Clecba 3,27 5,72E07 0,000277163
25 C-C motif chemokine ligand 3 Ccl3 3,495 6,29E07 0,000292993
26  colony stimulating factor 3 receptor Csf3r 3,305 6,61E07 0,00029573
27  prostaglandin E receptor 3 Ptger3 2,755 9,67E07 0,000406771
28 mast ceHexpressed membrane protein 1 Mcempl 3,957 9,79E07 0,000406771
29 ATP binding cassette subfamily G member 5 Abcgb 1,16E06 0,000467424
30 cell deathinducing DFFAlike effector ¢ Cidec 2,799 1,34E06 0,000515101
31 GTP cyclohydrolase 1 Gchl 2,377 1,37E06 0,000515101
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32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

G proteincowled receptor, class C, group 5, member D
crystallinbetagamma domain containing 2
ATPase copper transporting beta

SLP adaptor and CSK intertieg membrane protein
galectin 12

GO0/G1switch 2

versican

C-X-C motif chemokine ligand 2

neuregulin 4

syndecan 1

glutaredoxin

aldehyde dehydrogenase 1 family, member L2
paired Iglike receptor B

niacin receptor 1

complement C6

fibronectin 1

tubulin, beta 3 class llI

cell migratiorrinducing hyaluronan binding protein
coagulation factor V

FGR proteoncogene, Src family tyrosine kinase
C-C motif chemokine ligand

hyaluronan synthase 1

aconitate decarboxylase 1

CCAAT/enhancer binding protein alpha
UDP-glucose 6dehydrogaase

ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 4

activated leukocyte cell adhesion molecule
S100 calciunbinding protein A4
bonemarrow stromal cell antigen 1

solute carrier family 7 member 5

similar to Al661453 protein

microsomal gltathione Stransferase 1

leukocyte immunoglobulilike receptor, subfamily C, member 2

secreted phosphoprotein 1
TNF alpha induced protein 6
pentraxin 3

Gprebd
Crybg2
Atp7b
Scimp
Lgals12
G0s2
Vcan
Cxcl2
Nrg4
Sdcl
Glrx
Aldh1l2
Pirb
Niacrl
C6

Fnl
Tubb3
Cemip
F5

Far
Ccl7
Hasl
Acodl
Cebpa
Ugdh
Adamts4
Alcam
S100a4
Bstl
Slc7ab
RGD1561662
Mgstl
Lilrc2
Sppl
Tnfap6
Ptx3

2,649
4,356
4,232
3,708
3,078
2,44
3,298
3761
4,09
2,506
1,995
2,976
2,979
3416
2,17
2,199
2,455
2,455
3,083
2,726
3,503
2,23
4,114
2,381
1,872
2,583
1,987
2,253
22
2,272
2,701
3,226
2,855
2,173
2,954
3,691

1,75E-06
1, 77606
2,07E06
2,29E-06
2,51E06
3,30E-06
3,37E-06
4,35E-06
4,62E06
4,75E06
4,85E-06
5,03E-06
5,06E-06
5,55E06
5,95E06
7,33E-06
7,50E-06
8,16E-06
9,75E-06
1,02E-05
1,25E05
1,36E05
1,50E-05
1,58E05
1,63E05
1,79E05
2,30E-05
2,67E05
2,73E-05
2,75E-05
3,25E05
3,33E05
3,68E-05
4,20E05
4,35E05
4,50E-05

0,000623899
0,000623899
0,000708271
0,00076037

0,000812243
0,001030448
0,001030448
0,001297336
0,001337521
0,001337521
0,001337521
0,001337521
0,001337521
0,001434919
0,001503894
0,001814979
0,00181928

0,001937298
0,00227009

0,002327038
0,002797185
0,002982018
0,003221686
0,003348953
0,003382712
0,003658945
0,004608345
0,005243165
0,005243165
0,005243165
0,006092824
0,006144272
0,006684128
0,007527339
0,007663159
0,007815724
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68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
08
99
100
101
102
103

resistin

7-dehydrocholesterol reductase

phytanoylCoA dioxygenase domain containing 1
interleukin 1 receptatike 1

CD44 molecule (Indian blood group)
mitogenactivated protein kinase kinase kinase 9
solutecarrier family 6 member 12

nicotinamide Nmethyltransferase

matrix metallopeptidase 3

prema englheme oxygenase 1

CD244 molecule

toll-like receptor 2

schlafen 4

ectonucleotid@yrophosphatase/phosphodiesterase 3

matrix metallopeptidase 19

pleckstrin and Sec7 domain containing 4
flavin containingmonooxygenase 5

solute carrier family 39 member 14
interleukin 6

Fc fragment of 1gG receptor la

oncostatin M

C-type lectin domain family 4, membe2 A
suppressor of cytokine signaling 3
osteoclast associateammunoglobulirlike receptor
macrophage scavenger receptor 1

ADAM metallopeptidase domain 8
interleukin 1 beta

frizzledrelated protein

branched chain amino acid transaminase 1
BCL2related protein Al

Cd80 molecule

coagulation factor Il (thrombin) receptdike 2
retinoic acid receptor responder 2

C-X-C motif chemokine ligand 6
galactokinase 1

FOS like 1, APL transcription factor subunit

Retn
Dhcer7
Phyhd1
1rl1
Cd44
Map3k9
Slc6al?2
Nnmt
Mmp3
Hmox1
Cd244
TIr2
SlIfn4
Enpp3
Mmpl9
Psd4
Fmo5
Sc39al14
116
Fcgrla
Osm
Clec4a?2
Socs3
Oscar
Msrl
Adam8
11b
Frzb
Bcatl
Bcl2al
Cd80
F2ri2
Rarres2
Cxcl6
Galkl
Fosl1

3,423
2,094
1916
2,099
1,857
2,633
2,99

2,453
2,89

1,751
2,486
2,591
2,29

1,833
1,822
2,342
2,751
2,134
3,251
2,212
2,735
3,383
2,099
3,896
2,464
2,501
3,512
2,72

1,929
2,667
2,629
2,181
1,619

1,716
1,988

4,60E-05
4,80E05
4,87E05
5,07E-05
6,50E-05
6,70E-05
7,31E05
8,04E-05
8,27E05
9,41E05
0,000104159
0,000110199
0,000119611
0,00012173
0,000124385
0,000127574
0,00014935
0,000153456
0,000172221
0,000174646
0,000186411
0,000207574
0,000208187
0,000208894
0,000222491
0,00022875
0,000232893
0,000240779
0,00024317
0,000286859
0,000305213
0,000332462
0,0003355
0,00037234
0,000379196
0,000381499

0,00786691

0,008096706
0,008098693
0,00831626

0,010501206
0,010687243
0,011491689
0,012470128
0,012669067
0,014227133
0,015538437
0,016231324
0,017397439
0,017487082
0,017650554
0,01788495

0,020688508
0,021007193
0,023301843
0,023358438
0,024648577
0,026710903
0,026710903
0,026710903
0,028140265
0,02862081

0,028829134
0,029474181
0,029474181
0,03441121

0,036239344
0,039038815
0,039038815
0,042896489
0,043098315
0,043098315
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104 C-type lectin domain containing 7A Clec7a 2,666 0,000389087 0,04320085

105 acylCoA synthetase lonchain family member 5 AcslI5 1,793 0,000389832 0,04320085

106 keratin 79 Krt79 3,463 0,000398417 0,043735676
107 ficolin B Fcnb 3,723 0,000408671 0,044442021
108 potassium calciuractivated channel subfamily N member 4 Kcnn4 2,74 0,000413364 0,044536169
109 C-type lectin domain family 4, member D Clec4d 2,965 0,000420054 0,044841749
110 integrin subunit alpha X ltgax 2,481 0,000423964 0,044847678
111 LDL receptor related protein 3 Lrp3 2,869 0,000461637 0,048392879
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Rezultati

Melu genima s najvelim |l og ihinglemoanimzgadaija
tkivima z ah vimd e pr od or oAn pepreffii (Sikak 45) . Profili gensko
neinficiranih uzoraka (vanjske kontrole) za oba gmtdataka bilisu u skladu s kontrolnim
uzorcima glika 4.5) . Melu geni ma k&gliulsanibm lii nzi8gaeidmiin kt
proteini, odnosn®100a8 4, 6 8 | ogFC u ¢ e B10Ga¥ 3i, 58, 6 D g Cmiug ig|
4 41 u mi gi lpur)o.t eSINO kY ij ece & kaliema vagnu ul og
procesaimunosmg odgovora te | e tuaakdhedjeneutrdfilakompleksz a k e mr
S100A8/A9 poznatje kao kalprotektin (prema engtalprotectin), k o j i i ma mnogtvo
izvanstanaluwliih deankaivrijeme upalnog procesa,
koji se nalaze u citosolu neutrofila, a zbog sposobnosti kelacije metalnih iona ima antimikrobna
svojstva. Proupaln8§100A8/A9djeluje poticanjenprodukcije citokinaikemokinggt o j e U o0V C
i strago dramizondierencijalnd zr a g e ni potpéradiceCd(Cci2,&cl3i Ccl7)

i Cxc(Cxcll, CxcldCxcle) u t ki viinma pz aohwa lbeegrefii | Jmlge koedan v |
izrageni gen u t klajeimatriks njemlbpeptidaza i3 (prefnadmia@ix b i
metallopeptidase }3(Mmp3 443 logfFC u ¢el8®c w imi §li jlaw|degradaciju
fibronektina, laminina, kolagena i proteoglikana hrskavice te aktivacgkolagenaze.
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Zeludac

———

Misi¢

=

[ [
_[ .-. Hmox1 Hmox1
Serpina3n . Serpina3n
Ccl2 Ccl2
Ccl7 Ccl7
Tnfaip6 Tnfaip6
Pb3 P3 TMTU sta.E\enisakis
s10020 [ 10089~ ; pglorila
Cxcl1 . Cxcl1 I:?O Koniroka
Mmp3 - Mmp3
] [ . $100a8 $100a8
- Cxclé Cxcl6
Clec4d Clec4d
{ Ccl3 Ccl3
| Steap1 Steap1
Fosl1 Fosl1
{ Cxcl2 . Cxcl2

Slika 4.5 Dvodimenzionalno hijerarhijskgrupiranje gena prikaz normaliziranh vrijednosti
diferencijalnoi z r a gema{log6PM)z aj edni | kgb!l ¢ Narmi m 6i) m
Prikazanesup r i p a drigednosti ztkiva kroz koja su prodiralé. pegreffiil i | izdrakae
tkiva eksperimentalno inficiram SpragueD a wl e y I§anteok) oistegtkivd neinficiranih
g t a kvanjska kdntrola)Geni su grupirani prema profiimao | eam i gce,& raspon boje
od plave do crvene pr edst avRuni aazivigezai prem:
engleskom jezikuavedensuu tablici 4.2 i tablici 4.3.

4.1.4 Funkcionalna interpretacija prgme na u
pegreffiiinfekcijom

Od 259z nal ap o g a teenina denske ontologijFDR < 0,05) povezaih s 41

di ferencijgdomao geltaffaenim t kivi ma

A. pegrefii, petn a j vangyanihk o j i Ssu povezani

transkri pt Amsakisa

gt akor a

stres,obrambeni odgovorupalni odgwor, odgovor na citokiate kemotaksijaneutrofila €lika

4.6i dodatna tablica10.1). Prisutnosgena povezanitessintezonhemoglobim (hemoglobin alfa
1 (Hbal), 2 (Hba2), hemoglobin podjedinica beta(Hbb) i 5-aminolevulinat ;itaza2 (Alas?)
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Rezultati

izravno je povezana s odgovorom na stres. Nekalilkon a k o j iregenarativalokataljio v i
(Reg3a, Reg3g, Reg3tRegla , s i zr a ziotvd ¢regulacmmeun k mvi ma ¢gel u
(slika 4.6 i tablica 4.2), povezanisu s pojmovima vezanim uzipal, imunosim i obrambenm

odgovoom. Ostdi termin genske ontologijeme L pet najzastupljenijin imali su mnogo
zajedni | ki 8100a&S1@0aPCdCxakeano ki na, zaniml jivi tran
lipokalin 2 Lcn2), genkojijeuk | j ul encas ailgao pgacor ¢ Liauaaeto p

gen Chi3l1 (prema englchitinase 3like 1), koji ima ulogu u Th2 upalnom odgovoru i upal

induciranoj citokinon 1L13.

Pet naj vi @& o g a fegnima genskehontologijpovezanih s diferencijalno
izrajeni m geni ma u mi,gialhwviam etk ihv ipma déppegrdiigoda | i n k e
ukupno4 9 4 z n &DRa<j0,85), hilisuj a k o osithaiizt ki va gel uca: obr amt
upalni odgovor, odgovor naanjskip o d r, anigracjja granulocita migracija neutrofila(slika

4.7 i dodatna tablica 10.2). Odgovor na stres a k delperon Bk émna|l apoagal eni m

GO terminima zani gi | na t ki va, i ako | e r aodgtnartablica 2 1 . p
10.2) . Naj vel.i skup DE gena ppoda b gnag kjoshjedil eqgdig o
obrambeni odgovorsiika 4.7). Neki od gena povezani su samo s odgovorom navgnjskd r,a g a j
k ao ggemAlcgmgprema englactivated leukocyte cell adhes moleculg koji pot i | e
aktivaciju limfocita T i njihovu proliferaciju putem interakcija €d6. MeLut i m, velin

dijelila je prvih peto b o g a fereind genske ontologij@®ored sveprisutniBci Cxckemokina
i S100a8/S100a9rijedi sppmenutidva citokinak o j i s nagnpo ipot e dlulufpiah ul |

116; potonjije poznat kae a | eakutne fazemunosrogodgovora.
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Rezultati

GO termini

- B odgovor na stres
E ] obrambeni odgovor
a [] upalni odgovor
[ odgovor na citokine
[[] kemotaksija neutrofila
stani¢ni odgovor na podrazaj citokinima
B migracija neutrofila
. kemotaksija granulocita
[l imunoloski odgovor
[l migracija granulocita

S| i46860Ch@rdadr Wiewenta| ap ogai enigitemas k & od prgea
FDRrijet#do@ipt ishu p bleopgrkoeczeas k i gvtaa k dg edkauczaa h vial
prodocdr.pemgf fil iGekeipovezsani hdodimj etle remiipnme
obojenpapior esgmiemagmj e rzu a(glaogjgdE€)) @ r iakmizl a
i nt enzirtvedindahd k @ag @ al pa ecedla b rgeemPabh mia z § & lpa e
engl ejsekzoirkwe sl@atna b 4.4. c i
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N ~Z2Z0
_L%2893%
o 05238388105 logFC
2.2 3 0 0w
%5937 © |
. 2 6

P 6

r—

STy boo GO termini
NS S&SEq e
N Gﬁ\{," N3 ug) 530 [l obrambeni odgovor
TO< E 5 .
g [ ] upalni odgovor

. odgovor na vanjski podrazaj
migracija neutrofila

[l migracija granulocita

. kemotaksija granulocita

Slika 4.7 GOChordgraf sprvihg e st zmbad rg terima denske ontologijgrema
FDR vrijednostik oj i opi suju biologke procese za
A. pegeffiill i | 1 nk e. Ge njihovish dodijeljenimeterraimna preko obojenih vrpci
a poredani su prema | og omjeru i z etenycevgnia
kvadrata koji se nalaze pored odabranih géhai naziv gena prema engleskom jezil

navedensuu tablici 4.3.
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Rezutati

Potpunirezultatianalize KEGGsignalnih putevagrikazanisu u dodatnoj tablici 10.3 i
dodatnoj tablici 104,u k | j u |l uj u [ isigmaleeputeibedeputeVeporezar sbolestma,

zatranskriptomej ell aunii hmiihgkivhzna hv ap emd doir om | Alpégefi.&a ob | i |

slici 4.8 prikazanisume t ab o | i | butevisp osvii ggieanlonimg eegutacjom kojisu
zadovoljilis t r oitgrige si&ktr i sz n d |kaefq wiednost <0,01).Petnajzn a | a JKEGG i h
meabol il ki h i signalni ht pan®krai pktoojmi gn& a kt okreay @ |

ukl j 030l Ribosom, 0461&omplement i koagulacijske kaskad@4060 hterakciy

citokina i citokinskih receptoraQ4657 IL17signalni put i04640 Hematopoetsku liju stanica

(slika 4.8 i dodatna tablica10.3). Osim 03010 Ribosoatslika 4.9), ostdi metaboli k signalni

putev koji suna popisw prvih petsut ak oLl ein nalaemrs kr i pt o miakmae mi gi |
nisu svi rangiraliu prvih petrezultata(dodatna tablica 10.4). Uz 04060Interakciju citokim i

citokinskih receptora04640He mat op o et s k u, préahpat KEGGpwvasipv m igjeuwm o m
regulacijomzami gi | na t Wk v\@lushd4e6RKemokinski signalni pyt04514CAMs

(prema englCell adhesion moleculgs04145Fagoson(sika 4.8 dodatna tablica10.4). Jedini

signalniputs ni g e n e ur emphigltkdlimagjtea k o r a WOksidatiyna fosofildcifh.

Prema funkionalnimKEGG kategoriagma naj vel briozjr adyuednaiphigad c i j al r
imunosnoms u st a v up, r epnroagbiegrat i sigmalnim molekulama i interakeina(sika

4.8). 04657 IL17 signalni putsfika 4.8, slika 4.10i slika 4.11) imaojen a j v e DE getar(N\o j

=12za oba seta podtmbskiptmi maj gdi nhanbh i migilnit
slijedi 04060 hterakcija citokina citokinskih receptorgdN = 10)z a  Imi kjva.t
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Rezultati

A Zeludac B Migic
N
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Rezultati

42Rezul t at i i stragivanj a i (Bdrdn&mlcharday par at eni |
4.2.1 Epidemi ol ogk i rezul tat.i

Ukupnaprevalencija b | A. degreffiiu srdelamaizorkovanimad 2013. do 2015. godine
u SredozemnomJadranskommoru iznodia je 12,2% (9586 Cl 10,771 13,9, raspon 0 44,9%),
ap r o s jntenzitetinfekcije 1,8 (bootstrap95% CI 1.6 i 2.0) (tablica 4.4). Nadalje ukupna
prevalencija u filenabila je 1,5% (95% CI 1,0 2,3). Dalekormj vi ga zabi |l jegena
bilajeu srdel ama koje su ul ovl | e(W8) auznopilajad4,% j u oKk
(95%Cl139,7150, 2) . Kako je vel il iaburdandijeamethile, n av avjangpa n
jeistaknuti dasu sdele izpostaje WS a k diler a ] we loer o mi viasntjrua gukupnasj el n
duljina (TL) 173,2mm: 11,6 mmSD) , pr ® s 2 e ¢ m ostaiHuzeka. Najmanje srdele
u h v a buma postaji u sjevernom Tirenskermor u  ( NT) (prosj#60mmm TL 12
SD),aunjimani j e zabi |l jA& gegreffil iplriGosko80mutasnanjprevalencija

od one zabil j ebjegemapsmjau pod sitza jnii WILH,05%EIi0ti | i j e

T44)1 zmelLu sve tri postaj e uzdorrknognoraj\WsS, NifTa podr
SSjut vrjeemnat i sti | ki z0a0@Qlpaurpekevihefpi i, a |
abundancijinametnila A. pegreffii. U Jadransko@ mo r u , gdje je dvogodi g
omogulilo testiranj e rverdenmeensk ish ervaez Iniek @ oidz reegli
je znalajno smanjenje preval encilgdranu ¢sd 6,02n@ 1 3 . C
1,0%) ¢ablica 4.4 i tablica45).Za razl i ku od prevalencije, prc
pokazao promjeneudrndovi ma u obj e podregije Jarddi anskooc¢
ukupna prevalencijau fiema i zmelu Jadranskog a, zampaldajomo Sn
vrijednostiz a b i | Jue g@ama srdela iz Jadranskog mora (34).
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Tablica 4.4 Srednja ukupna duljinaodma | i nasf{ dmdamsdnom devijacijom (SD), ukupna pt
tolnim (ild9 pr i kaaNy>o 10@0h 95bbintaialbmdpouzdamosti (Cl)p r o sm mtenziteom ( 1 ) , P osj el |
abundancpm (A) s bootstrap95% CI, omjeiom varijance i sednjaka (wh), indek&®m nepodudarnsti (D) i eksponemm negativhe
binomnijalne raspodjel&) nametnila Anisakis pegreffiza svaku postajuzorkovanja, odnosno podregijadranskg morai ukupni
uzoraksrdeleSardim pilchardusiz Sredozennog mora, u radoblju od 2013. do 2015. godine.

Varijabla Pros|Tél Prevalencija Prosjl@i%n Pr os jAg95% ¢ vim D k
+ SD (mm) (%) (95% CI) ClI) Cl)
MA 2013 (N = 234) 13366 + 6§97 1,7 (067 4,4) 2,3 (14,071 2,8) 0,04 (0017 0,09) 253 0,982 /
MA 2014 (N = 453) 13462 + 605 3,5(2271 5,7) 2,3 (147 41) 0,08 (00471 0,16) 5,04 0978 0,025
MA ukupno(N = 687) 13429 + 639 2,9 (197 4,5) 2,3 (467 3,8) 0,07 (00471 0,12) 454 0,982 0,021
NA 2013 (N = 117) 15061 + 667 6,0 (2971 11,9) 1,1 (107 1,3) 0,07 (00371 0,22) 1,19 0,939 /
NA 2014 (N =104) 13885 + 6§47 1,0 (017 5,1) 1,0 0,01 (0007 0,03) 1,00 0,981 /
NA ukupno(N = 221) 14505 + 882 3,6 (1,771 7,0) 1,1 (107 1,4) 0,04 (0017 0,07) 1,19 0,963 /
UkupniJadranski uzorak 13691 + 843 3,1(2171 44) 1,9 (1471 3,1) 0,06(0,047 0,20) 398 0,980 0,027
(N =908)
Ukupni Jadranski uzorak file 13691 + 843 0,8 (0471 1,6) 1,1 (107 1,4) 0,01 (0007 0,02) 1,24 0,992 /
(N = 908)
NT 2015 (N = 100) 12970+ 5,98 0 / / / / /
SS 2015 (N = 200) 14030 + 840 15 (047 44) 1,7 (L0071 2,3) 0,03 (0007 0,08) 2,19 0,984 /
WS 2015 (N = 356) 17317 £ 1162 44,9 (39771 50,2) 1,7 (167 1,9) 0,78 (06771 0,90) 161 0679 1,197
Ukupni Sredozemni uzorgN 15652 + 2100 24,8 (2167 28,3) 1,7 (1671 1,9) 043 (0371 051) 19 0,82 0,380
= 656)
Ukupni Sredozemni uzorak 15652 + 2100 2,6 (1671 4,1) 1,1 (107 1,3) 0,03 (00271 0,04) 1,18 0,975 /
filea(N = 656)
Ukupni uzorak srdela 14516 £ 1790 122 (1077 139) 1,8 (1671 2,0) 0,22 (01971 0,25) 2,44 0915 0,140
(N = 1564)
Ukupniuzorak filea srdela 14516 + 1790 15 (1,071 2,3) 1,1 (107 1,3) 0,02 (0017 0,02) 1,21 0,986 /
(N = 1564)

Uzorak iz JadranaMA i srednji JadranNA T sjeverni JadrgriJzorak iz zapadnog Sredozemnog mdN@ i sjeverno Tirensko moye
SSij u ¢ n dja, W$izaphdna Sardinij&Eksponent negativne binomijalne raspodjelenk) j e pokazao statisti]
i zmelLu zabiljegencijap<io0sol eki vani h frekve
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Tablica 4.5 Usporedba gevalencijep r o s | ietdnzitetegp r o s jpbaindaneij€Varijablall)

o b | Anisakis pegreffiu srdeli Sardinapilchardusi z me L u

g O dpbstajpuzork@vanjas t o |

i z mepbstaja uzorkovanja tei z me L u ukupnog |i azorkaain gabanrgpg u z or |

Sredozemnog morgpi r i p a dilag(Mafijablal).

Varijabla | Varijabla Il Test p vrijednost

MA 2013 u odnosu ndA  prevalencija Fisherov egzaktni test 0,23

2014 prosjelni Bootstrapt-test na 2 uzorka 1,00
prosjel na Bootstap t-test na 2 uzorka 0,28

NA 2013 uodnosu ndNA  prevalencija Exact unconditional test 0,05*

2014 prosjelni Bootstrapt-test na 2 uzorka 1,00
prosjel na Bootstrapt-test na 2 uzorka 0,07

MA ukupnou odnosu na  prevdencija Fisherov egzaktni test 0,65

NA ukupno prosj el ni Bootstrapt-test na 2 uzorka 0,15
prosjel na Bootstrapt-test na 2 uzorka 0,33

NT 2015 u odnosu n&S  prevalencija Exact unconditional test 0,40

2015 prosjel ni Bootstrgp t-test na 2 uzorka 1,00
prosjelna Bootstrapt-test na 2 uzorka 0,25

NT 2015 u odnosu n&/S  prevalencija Exact unconditional test < 0,001**

2015 prosjel ni Bootstrapt-test na 2 uzorka 1,00
prosjelna Bootstrapt-test na 2 uzorka < 0,001**

SS 2015u odnosu n&V/S  prevalencija Fisherov egzaktni test < 0,001**

2015 prosj el ni Bootstrapt-test na 2 uzorka 0,72
prosjelna Bootstrapt-test na 2 uzorka < 0,001**

Ukupni jadranski uzorak u prevalencija Fisherov egzaktni test < 0,001**

odnosi na ukupni prosjelni Bootstrapt-test na 2 uzorka 0,66

sredozemni uzorak prosjelna Bootstrapt-test na 2 uzorka < 0,001**

Ukupni jadranski uzorak  prevalencija Fisherov egzakini test 0,006*

fleauodnosunaukupni pr osj el ni Bootstrapt-test na 2 uzorka 0,87

sredozemi uzorak filea prosjelna Bootstrapt-test na 2 uzorka  0,01*

*statistil ki

p<1®@bl**asj tnaat irsatzil |ikkia p@00laj n a

4.2.2 Pojavnoshametnila u fileima u odnosu na visceralne organe

razl i ke

Detaljnija analizavarijacije A. pegreffii infekcije s obzirom na lokaciju nutar ribljeg

d o ma Iprovedenge kako bi se utvrdiloazlikuju li se visceralni organ{jetra, gonade, crije)

jedni od drugih. Nadalje, detaljnija analipao s | yedza Lsporedbu viscalnih organa s

dijelovima filea, adnosno usporedbom dijelovafle me Lus obno.

anali za

pr stin®@ ged d o v csre

J eojdavakvaod pi t

jod e k i iyetinia fileae [kao j ii n fseuk cbhil
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visceralnim organimaRe z ul t at i ove anali zevrwmemajkil iulu n
duljinu srdelakao kovarijdlu, prikazani su uablici46zaoba i stragivana geogr
L a kkadise izuzmevarijabilnost ua b u n d a n cA. pegreffiokbja jé Hastalabograzlika u

duljini srdela ovom anéizom dokazange dalokacija parazitiranjaunutar srdela ma znal aj ar
ul i nak. Naknadnom analizom parovaama vriEmepbu
gel piclad r i | n i/chjevan avih bstalihadijelva jetre, gonada i svih dijelova fitle U

Jadranu sw t v r tadAike bile postojanetiiekom godina iz n anle aaj razini p <0,05 Na

p odr udpadog Sredozemh, postaje uzsovanjar a z | sulutjeta na odr eli van
znal aj nost i v anamgtaikbpremanlakaciji unutar nbfReakzd ii jkee 1 z me Lu |
unutarribeni su ut vr L &za 8Spastaja uzarkovanjger je infekcija na ovopostaji

bili a o pl e n iatNaspramomemnaWSpsstajip ot vietliemi | a jakomfi@mog k
geluca/ pil or i | nuiodnosn asshilmkejadkugi/disrdeiag wsokam razinom

Z n gnbséi(p <0,001) za svposthocusporedbeR a z | 1 k e ifileanlienjihavih AW AD,
PViPDanatomskild i j el o v a nniwsjadnopkontbinagijprestome i vremenske analize

za istragivana .Zpeotgdu avihsnklaza grovedmsw ¢bdatme analize na
ventralnim(AV i PV) i dorzalnim (AD i PD) dijelovima filea, koji su analizirani odvojeno od

visceralni organge su analize ponovie ndijevomi desromfileu. Rezultati tih analizaostupni

su u dodatnim materijalimgdodatna tablica 10.5 i dodatna tablica 10.6), jerj e pot vr Len

nepostojanje razlike.

Tablica 46 Saget i rezul t a(@adranskor mdreq k tdvofakioiijadné r{zapadno
Sredozemno more) ANCOVA anal iAmesakivpegreffijprardai | no st
l okaci ji u nSatdiaa pilcbacduya, | iunzai mMaj ul i -vur eantemisrk i p rud g tn
dulinut i j el a d @owesijhbiuna k ao

I2vor variiaciie Jadransko more zapadno Sredozemno more

Jacl df MS F df MS F

Duljina tijela ribe 1 1,41 7307 1 1,69 23,84*

Lokacija unutar ribe 9 0,10 5,16* 9 3,16 4461*

Godina 1 0,12 6,15 / / /

Postaja uzorkovanja 1 0,58 30,09* 2 0,28 3,95

Lokacija x godina 9 0,01 0,07 / / /

Lokacija x postaja uzorkovanja 9 0,06 0,32 18 4,09 57,72*%

Godina x postaja uzorkovanja 1 0,04 2,03 / / /

Lokacija x godina x postaja 9 0,03 1,29 / / /

uzorkovanja

Ostatak 9039 6529
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df i stupnjevislobode, MSi pr o s j e & kvadrata, Hnf vrijednost, *¢ at i st i | ki Zn;:
razlika na razini p < 0,01.

423 | nf ekci jAaisakistpegreffieannosuna nf e k c i jHystemthylacidme m
Sp.

Infekcijas r d e | e Hysterbthylagunsp bila jegotovod v 0 s t r u kinfekcijei g a o d
o b | i A pegreffi(ukupna prevalencija 20,1%, ®C1 18,21 22,2)Me Lut i m, koi nf ekc
nametnilaz a b i | jeel8jedinkasr del a, gt o p PoaldipnogaizotkPaamsta mo 0,
koji opisuju infekcijuHysterothylaciumsp. Prikazanisuu dodatnommaterijalu(dodatna tablica
10.7); tablica 4.7 s a dva gezultate analize razlika abundancijidviju vrsta nametnila (A.
pegreffiii Hysterothylaciunsp) , u z i abaij prostarneviemensku varijabilnost i djinu
ribe kao kovarijahl. Ove diije vrste nametnila pokazalesu z nal aj no rael i | it
abundancijeu dvije jadranske podregije, sjevema srednjen dijelu Jadranskog moraijekom
dvogodi gnjag ¢btor a@ajwodinngt uijnet ezrmadk ci pametralaxv ar i | a
godina xpostajau z or kovanj ai

Posthocanaliomparovau t v r L e je abundancijéiysterothylaciunsp. bila znatno
v e l(pa< 0,001) odabundancijenametnila A. pegreffii za sjeverniJadranu 2013. godini za
srednji Jadraru 2014. godini (tablica 4.4 i dodatna tablica 10.7). Naspramtome, obje vrste
nametnila pokaz#dsu sl i |l ne srednje vrijednos014.zaua 2013
sjeverni Jadran. Vremenski trezdé obje vrstepokazo je porast u abuha nc i j i za pod
srednjegJadranadoksusena sj ever u & abinmdanoijemamile v razdabliurod
2013. do 20 1wstuA Megiefiiit i 2Zng b izlaj @ §je @ o p lgsmenjemienna e |
srednjem (MA) ili sjevernom Jadranu (NAjje zra | a.jS droge strandrend kojije prisutan za
Hysterothylaciumsp, bio je mnogoi z r a ¢ e rziajaia aaginip <0,0L S| i | nonakao i
jadranskon p o rnakapadnorBr edozeml j ubi t pkgé&€ra fwrakajna in
nametnila x postaja uzorkovanja Posthocanalizom parovatvrdilasezn al aj na r azl i k a
abundancijelviju vrsta sama@aWs postajuuzorkovanja (p ©,01) gdjeje vrstaA. pegreffiiimala
i z uz et abondanabdiHysterothylaciunsp. Na SSpostajiuzorkovana abundancija vrste

A. pegreffiibilajeni s k a | nije se jako r az Hysterothylacium od n
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sp, dok naNT postajiuzorkovanjan i j e d na o dvrstanaretniagi vanbhl a zabil

ukupnom uzorku.

Tablica 47 Saget. rezul tat.i trofaktorijalne (Jadr
Sredozemno more) ANCOVA analizazlika u abundancijiametnilesobziromnav st u ob | i [ :
(Anisakis pegreffii Hysterothylaciunsp.)u z i maj ul i u-va bezriern spkri o sut] d rnradk

tijela domaliuna kao kovarijabl

- Jadransko more zapadno Sredozemno more
Izvor varijacije af MS = df MS =
Duljina tijela ribe 1 16614 11815 1 8,30 23,98*

Vrstanametnila 1 85,35 60,69* 1 1823 52,66*
Godina 1 28,95 20,59* / / /
Postaja uzorkovanja 1 80,56 57,28* 2 1,44 4,17

1 /

1 2

Vrstanametnila x godina 2,25 1,60 / /
Vrstanametnila x postaja 1,92 1,36 2378 68,68*
uzorkovanja
Godinax postaja uzorkovanja 1 29,94 21,29* / / /
Vrstanametnila x godina x 1 87,49 62,22* / / /
postaja uzorkovanja
Ostatak 1807 1305
df i stupnjevi slobode, M$ pr o s j e & kvadrata, Hnf vrijednost, *¢ at i st i | ki zZn;

razlika narazini p < 0,01.
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5. Rasprava

5.1Promjene u transkriptomima t ki v a gritekskeomeatalnoj infekciji I i | i nk om

Anisakis pegreffii

U okviru ove doktorske idertacije prvi je putanal i zi ran transkript
eksperi ment ailnnfoe kz a van§ enn i | Anigakisn gegrefiiaSpragbeDaiwlbya
gt akdabransuk ao model domalina u kojem je simulir:
ljudi. Metoch RNA sekvenciranja prethodnp e u s primgegjena u identifikaciji i
karakterizacijpotencijalnih novibAnisakissp.alergend54] i u otkrivanjupatogenih mehanizama
vrstaA. simplex(s.s.) iA. pegreffii[146,147] odnosnonjhovih hibrida [146], ali je imunosn
odgovor sl Ul apanag damapwiputbpisannusokom idgktorskamaradu.
Nadalje,molekularnom iderifikaciomp ot v rjdldajne@ u ovom i stragivanju
bila vrstaA. pegreffij gto je vagno uzeri |l egbbzsakiageau BT k j 6
Sredozemljy58,59,8081]. Prethodnos t r a ¢ koje g prpvedendn vivoi in vitro, na istom
givotinjskom modelu koji je korigten u ovom d
vrsteA. pegreffij teje pokazalo da&\. pegreffil i | i nke i maj uuskbBehastu pgadk
puno dugdiel innekgesakissimplesasu stricto) (s.s[P8]. Sukladno rezultatimavog
doktorskgrads, aut ori su z aklIpjownlaiglainjdca LmMnizgangkaanrkn ni |
da L3 lilinke ne pokazujemjestopedrangptkvad ¢ mgiui ma e m
Melutim, aaboftijeéedialwij epkowemjatnod dad jler al eg vrem

trajanjaeksperimenta (24 satg8].

Anisakidi ni s u koevolucijski razvil i nametni | ki
domal ijerhenapbi tavaj ui ut &l tmdudo &ddddiosg uuovij ek om,
razliku od ostalih prirodnih ljudskih nametnikg]. Neovisno o tomehumanis | u | iavodeh i
glodavaca u kontekstAnisakisinfekcije uglavnomsu karakteriziraniThl, T ili Th1/Th2

tipovima imunosih odgovorajednako kao i kodwumanih parazitoza. Na ow p u | rezjltati

razl il itih wsusmeedihd gk z h wkkibetike alg¢rgaske reakcije prenm@aom
obl il u, zabiljegene sanabilizacie[4B,67AT] ME L m,tuhovojpeo st up a |
studji,ug t arkaeksperimentalna ar angle 31 | i |Aipegteftiimkoji prethodno nisu bili
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u dodirus patogenomidentificiran akutniproupalno d govor , pretegno kar akt
Th17linije efektorskihp o mo [ nlimflodita ThTh17 limfociti poznai supo proizvodnji IL17

[148], citokina koji I nduci bn& pelp uldean jue rkaeznmho kliinta n
tipovima stanica (fibroblastia epitelnm stani@ama keratinocitmai makrofagma , gt o dov o
do nayal emeut r ofupdhne reakcijgl49} @Qvb aenpolapa shi st opat ol o gk
nalazma ezi j a ¢t amiold,i&ojewbilgueduttofiimai makrofagmap o mi jm&ag a n

s nekrotil nim s tetritusom a nMNee kir o godaanasiodlieati mpalu zbog
propugtanja unutarstani [159)iOvonkoagnep dn daudkiviaar ta goekna |

s visokom metabol il koepiaketlikejinelipdatmaijetdlnoi gt o |
zimogenimg | j e zgltaamnimcama koje proizvode kloridnu Kk
[151]. Nekroza i swpzriinsouftinlii  uo bs rkeodii g t oub osfakesar walj awm
Anisakid i | ,i nkK&®]j edno s gigantskim st ani cnaimilggat,i vezi

ponajprijesastavljen odimfocita, nakuplja sena mjestu granulom@#it o ot egava prepo
nametnika kao uztonjegova stvaranjdijekom pvei nf e k c i j stvardjw smerdrijska

stani@ T i B, te sekod prethodnos enzi bi | i zi rani h domalina moge
prilikom ponovrogizlaganjaAnisakisinfek t i vni m [48]. ] i nk a ma

U alergijslom model Anisakisinfekcije u C57BL/6mi gmavnak on subkroni |
intranazalnog izlaganjé&/ puta tipkom 15 dana) rekombinamm Ani s 1 (rAni s 1) alergan
zabil jzdga&ina] nngeprpiazvadejecimkinalL6 i IL17A, povezart s odgovorom tipa
Th17 [96]. In vivo rezultati ove studije dodatnosu pot v r Llinewtio eksperimentom an
splenocitima tretiranimalergenimarAni s 1 ili rAni s 9, koji su nakonaktivacijez apo | el i S
| ulemhGilLl17A,uk azda gliL17 mpgenuguhogukl izadzvanojgi j s k ¢
o b | i Anisakisroda[96]. MeLlLutimjsuragiuganj uWipsrtoavremd@tnakmo rr
oralnim putemi z | ong < \njmei §mrznuim Anisakisl i lamaftietiran dvaput tijekom 7

dana i uzorkovamakon 21 dan)z ab i | j e ¢ e poa ienprazinezxitokina iy u plazm,

dok intraperitonealna injekcijakupnog proteinskogkstraktd i | mij@mikma | a 1 E32L ul i n¢
Mogul egijhendsadtid i | i a K kpi o tiimoosm prepoznavami aktivacijske puteve
u odnosu naikupri proteinsk ekstrakti | i eks$kietbro-sekretore produkte Anisakisl i | i n ki

[153]. Ovo dodatnopodupire nedavmi st r a g kojeraje p e 0 u | aekrecijaacitokina i

kemokinad e n d thistamida C) i z | o ¢ga rwiAmpegreffii li | i n klia vkaprom
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proteinslom ekstrakti [57]. Zanimljivo, nakon interakcijesedn dr i t i | ni m st ani cam
izl ogene gor e n a\wausdotbgna staniee, CDEZt nms U i r skugnome,t no o |
uspjele proizvesti IL4, IL17 i IL10B u d u [ proizvddmjalL17 nije potaknutay i vom | i | i nkc
niti ukupnim proteinskim ekstraktongutorisuz a k | j ul i | i danijetiDu§postavo gu  pr
lokalizirane upale u najranijoj fazi iekcije, ali njihova uloga uolarizaciji Th2/Th17 ili
regulatornogT (Treg) odgovoraostaje nepoznabm. Sukladnotomu, rezultati ove doktorske

di s er t augjupostojaggeondi g f B o irsdaceagh signalnih putevdhl17 i IL17, ali bez

zabi | jgelgckgegeeall7.e

Naspramnavea@nom, poznato je dataniceThl7 proizvode citokinespecijalizirae za
poticanjeimunosre reakcijeu prvom reduna ekstracelulare bakterije i gljivice[154], iako je
odgovor tipa Thl7z abi lijkeogde nne ki h wamgteEks.t a ®Pir i mj er i ce, t
zoonot i Trichinellmdpitaismo § e i imanpswaetkeijut i p i |Th2d/ili Tha7
odgovortijekom svojeintestinalnefaze, nakon prvog tjedna infekcijel55]. Infekcija T. spiralis
uljudizgpol i nj e Kk on z inficiranoglnij lenapiog stugpnjekoje su ncistirane u
preobr migmiim st antizevamaAn | e(gena @rglewrge ical).aNakof
osl| ob &L &u pdatjekom probavljanjanesai njihove penetracijekroz epitelne stanice
tankog crijevau | o g e k antegtimalnadaza, gdje sé i lap n kB s vaHea kaoodrasla
jedinkareproducira U ovoj fazi munosni odgovotipa Th2 potpomognut Thl7i ma kI j ul nu
ul ogu u zagtit.i domalina i [kt56]n a Me tnovonagidea ci v ar
l'ilinkgapobilnd ozapol i njnulaojskigsuseav i omficinauperfeena u Kk r o
mi gi | nogdtjlki vomapolinje transformacija miocita
pregi vl j av manojfai ndstajdaistani@ifnjegolateljiari (otprilike tiedandananakon
infekcije), odgovori Th2 i Thl7inhibirani sun o v a | estanjicaTmeg iz perifernih limfnih
| v or onemosrednoplizini mj esta parazitirsan¢aaa,| igtion ko d gzoave
vremenu od ko dvatjedna nakon infekcij¢l55]. Ovo pokazuje ddimfociti Th2 i Th17 maju

presudnu ulogu u pokretanju upalnog odgavoa infekcijuo b | i,igitjme o piau@wjn o
disertaciji

Ovaj se odgovokasnijenmo ge razvi ti u ifekajagpostanekrotji @& U Kk a c
Kronilna wupala je proces kojiegeaatane 3glo oak
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produlienat e obkl|l pabumpge i aktiviranje monocita i
upal e | est or esmmo dpeoldiviragmjuu at ki va, s angi ogenezon
p o d r angga pridonijeti razvoju ko ni | ne upalienunotsmliemsust av t ak

uklj ul en, zbog citoilifkE?7 kaj enlagihe |JubrhZamiohlivk t o r i
rezultatove disertacig, vezan za funkcionalnu interpretacijur ans kr i pt oma zar ag e
mi g,izihal jej @m@ul acija KEGG puteva povezanih s bo
odgovor  k a o 05823 &unsatoidniartritis i 05321 alna bolest crijevadpdatna tablica

10.3 i dodatna tablica10.4), p o d r ¢ aovpaaj it iodgovor u eksperimentalnajisakis
infekcijia.su TR dstadics nd g ni pphki et alkii suggvezaniask oL er
patogenezom mnogih autoimunih bolesti i upalnih st&ogh ljudi. U givotinjskim
staniceTh17 odgovornesu za autoimuni encefalitieksperimentalno izazvaartritis induciran

kolagenom kolitis i psorijazu[158/160. Gt ovi ge, br ojne bol,kgetsi pove
uoleemal ajno regul ir @na kkoa oa) egDBUGO Imfeletija baktegjoni u
Staphylococcus aureu®5132Infekcija bakterijomSalmonellgdodatna tablical0.3 i dodatna

tablica 104), najvjerg at ni j e s u ormpewdehin a3t r a §hd® adgovorana

bakterijsle infekcije, koja sipridonijela popunjavanju KEGG baze podataka

L est a ipungsihwadgovoravezanih uz bakterijai okviru KEGG regulacijskih
putevau ovimrezultatimam o ¢s& dodatnoobjasniti. Naime,imunosnsustav sluznig,an ar ol i t o
probavnog sustavd o0 ma | jedinstvenojeokr ugenj e koje mora obuzda
usmjerene protiv komealnih mikroba i antigena prehrani a i st o tkieobsluanicegt i t i
tijekom infekcijed r ugi m uzr ol nigd ioma {161p Bréasaeida su komealni
mikroorganizmif i z i | k i od orifewreopjoevnetgije tapreprelak | | wdagemni | avanj e
imunosre aktivacijeo dr g av anj eu phobamilgi o sntuatzuea leiz €t iidokmeall i na i
mikroorganizma [162]. Po r e meplrostoriio d n 0 s i i zaormarizamami komal i na
odnosu sts bolesnim stanjimpoputupalre bolest crijeva[163]. R e, gdéntifitiran u ovom
i stragivanju kao DE gen s najvigim | o@5omjero
i z | ydamtibakterijski lektin koji ma k Ulgguwulordw g asvlawnz préeplele mobavila
(oko 50e nrazmaky, odnosnd z m enikneorganizama epitel tankog crijeve164]. Gt oy i g e
nestanakodvojenostid o0 maal i ibakterip kod Re g I’ [miogeva dogjepabvel anom

bakterijskom kolonizacijom crijevnog epitela i aktivacijanjevnihs t e | iraunosnihodgovora
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namikroorganizme[164]. Izglednoje dajeme h a nd ¢ tkeol enj e t kiodommAu z r o k 0 \
pegreffil i lekreek | uzni cu geltmvaopedame t mkreomandammal i n a
g tj@moglorezultirai imunasnim odgovorond o ma | i n a impremaj bektedjama n a | e
prisutnima nagranid sa sluzniom, odnosno bakteripma autohtonog pdrijetla ili onima

unesaimaprekoA. pegreffil i |.i n ki

Va gn put, povezan s upalorkoji je biop o v i geguiliran u ovoj disertacijije KEGG
04657 IL17 signalni puty kojij e u kol12 DHE gensiz § ell aunii hmiihgikiinma ¢gt ak o
poj edi(sika4.8sbka 4.10i dika 4.11). lako ILL7A i IL17Fni su bi | i melLu DE
|l ine dio | L17 maij gtnealsyga abrapberiom méhanizstuzniced o ma i i n a
protiv odr el e nglahnonpavezangdeakterijskm infekcimma[165], poznato je
da supovezani s infekcijamafilarijalnim [166], i drugimo b | i [167]m&t ki v iluzei ¢ e
mi ¢ i | a pojptilissk sedrugibitno pov § eganokoji su tijesngovezani 417 signalnim
putem: S100 protein (S100a8i S100a9, matrks metalopeptidag (Mmp3i Mmp13, Cxci Cc
kemokiri (Cxcll, Cxcl2, Ccl2, Ccli Ccl20). 1l6 biojepr i sut an s athisimaya mi gi |
lipokalin 2 Lcn2) biojep r i s ut an | somtkivu. Wpalneferkaije S100A8/A% | ujuse
kroz mjoeal eukocit a, povelanu proi zJeokbaijeu ci t
adhezije i migracij¢168]. Nov a | emeujrofila k a ot i p mfdkaijen bK d chastajekao
odgovor na visoke razine z r apgotinaaS100A8 i S100A9Tako je pimjerice, n 0 v I{d e
neutrofila bilo znal aj no u prol aznom wupal gongratoondng ov or u
filarijalnomli | onmLKomosoides sigmodontislematoda, Onchocercidag) BAL B/ ¢ mi ge v i
[169l.Unut ar dit awna n efierkaijeS106a8/a2 ed ucu i mogiedajuseiugt ak or
o b o giaiterminima genske ontologjj@oput kemotaksije i migracije neutrofila/leukocita,
proizvodnje citokina i kemokia, pov g e ne r E.B u NFRkB isignalnih putva [168],
podupizrafpal ni inuems$ne teaksijed2 satanakon eksperimentalnénfekcije
i | i Mikisakisa gt.akor a

Zanimljiv je nedostatalproces aktivnog zacjeljivanja rana u transkriptondam g el ul ani h
mi gilnih tkiva. Me L ut i m,matik® meatalopeptijazaméja se me L u |
pojavljuju u popinaimatkivd@e& ez @ d§ e MmpB,ajmpld,h s u

Mmp13i Mmp19, neke imaju uloguu preoblikovanj i popraku tkiva kao odgovor nanastalu

74



Rasprava

leziju[170. Sdzi rom na njihovu ulestal ostugensjpientai f i
kojima se izl dliujow,i ut epgkea pjoes t @mavik @nzimaudvam ni m u
i stragi vanNMP, kojdlakloi njpe d a, poputmagrofagat vigrnjatno ebavlja

drukl i j u funkci ju od i stimtyponestarmceknao p@pieresiaeed e n 0 g
[171]. Dodatng MMP enzimi imaju ulogu uupal i imunost, d j enh wpplnetitbkine,
kemokine i druge proteind71].Vi genamjenska ul oga ovih enzi ma
MMP13 sudjelujeu zacjeljivanjur ana putem mehani zma KkKoji vjer
transformirajuleg f akt orudakiorarastaaezibnegtidva (CTGF)T GFb 1
kao iu migraciji keratinocita tijekom zarastanja rgi#8]. Me L wtviorm, iwt ragi vanj u
jedasuhemoragijske lezijeaktivnostt L 1 b i li Uitjec&i mnoag o grgcasizacieljvanja

rama [172] ili je prikupljanje uzoakatkiva nastupilopreranoda bi seproceszacjeljivanja rana

uhvato kaosignal u transkriptomima/aniji brojeozinofilaz a b i lujusparesl seutrofiima

mo ¢ e re@ultat uzorkovanja u perakun o j fazi koja se pojavljuj
infiltracije tkiva okonametnila iformiranjaodgovoral h 2. Pr ema | i teraturi , €
razvija nekoli ko dana nadskjaze[lp3hj ave kl ini | ki h

Nadalje, intenzivna infiltracija neutrofilaimairoa ga u ogt el ena t ki va u
moglajei mat i dvojake posl jedice. U pol &ldnjenja j e nj
uzrol ni kat ei udeptortiitcuasngg u | i mbeni ka koj i promi |
procesa ozdravljenjaoknt r ol a upal e moge biellivanjekkivg[ld4, s a z a
makrofagma Kk oj i i maj u jve@awa rujl w gaig tue irearnzjra t ki v a,
virusne infekcijegf175. Op | eni t o gama aktineaija neatrofilsp o mo i u ci t oki na
pokr el e do geaurazvogoddowiaitipa 2,&kaji onda povratno kontrolira pretjeranu
neutrofiliju. Ukoli ko odgovor tipa 2 ne uspij
moge biti pat obgodgovoratipaZZd @ gemat j et @ wkankIEl7) a 1 z m

neutrofil a i odgovora tipa 2 jog wuviajowsko ni j e
raznim | imdlewnins h@al,speci fil|lnimsui philflf6miBrg et ani c
Dok je uloga neutrofilma k ut n o j upali prili] no nithavbulogeur azj ag

kroni | ni m zijama tkiva t zacjelavanjuéksep o | i nj e[1Mft kr i vat i
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IL6 bimogaob i t i v a § apatodenemibrakovank) i lomm bk | Anisakig96],
apojavio s e u n e k signalkinputevaaastupijeniubviorhi st ragi vanj u. Uz
ulogu u aktivaciji i diferencijaciji makrofaga, limfocitaerminalnoj diferencijacijiimfocita B u
plazmastanice | L6 takolLer regul [1792 4dlsu rnagléodvcaiaj ani | n
identificiralasuT GF b i | L6 kao kdg tulhieiferencifpojuikz inaivaeih k o j i
limfocita CD4* T[180,181]Ul i nkovi t osti j Talcd j ed infpeymenipitokinie | a t i
kaosulttd b U[18Z.N6F | | Hililsume LDEgenimaut k i v i mainfigranian&fo r a
peagreffil i lamall6tak oL er moge dj el ov at Naimk,az miocpasepri uupal r
povigenoji zlawliukirevbt ®k kao odgovmrmri Iniak okno nvtjreagkh
[183],tebinj egovu ul ogu gu arespil tnnoas oprékomMiperaktivacija
| L6/ STAT3 signala u mi ¢iudtavmmoas Imoljael & rk{jiemajd ri a tad ii n
ulogu u imunosnomdgowruakutne fazgk a @ swserumski amiloid A (SAA) i fibrinoge©ni
mogu pojal ati kataboli| ke si gnexlmentauumojehaij [
imunost, gt o | a ekdperimerzainanduciranommodeluraka s u | Kom propadanja
mi ¢ iiddieektnim pronicanjem atrofijek 0 d mfl8eMagui e proupal no il
dj el ovanje | L6ljapi | i nlndnm lpegteffiitrdbarazipsniu budul i m

i strag. vanji ma

Uz izr a @upaini odgovotemeljen naignalnim putevimaTh17 i IL17, kaoi DE gerima
ukl jmaueomel puteveu r ezul t ati mazabo gj¢ iecoggbunrang stresa n |
Najzastupljenijipojamgenske ontologijei tkivimag el gtakor a bi o | @okodgovo
n aj wqvrigdnostuistom tkivun e o | e kiipadakEGG 03010Ribosonskom putu. lako ni
jedan od ribososkingenaw v o m i s tnijepakazaoaaiike tazlikeu z r au@dnpsu na
kontroly, radi seo dodjednop o v i geguiajij(FDR <0,05)velikog broja genaVizualizacija
KEGG Ribosomskog putg k 0 j i j e znal ajnfao ctz asanumlgtdankwour ma
prikazangenaslici49.Znal aj na zast upl julaupaena toda je igfeksija gnal n
o b | iAl pegreffimogla potaknutiazvojribosonskogstresa tijekom prodiranjgsu z ni ce §el u
Odnedavno se smattha v el i na r i bima dogusikiinumaepkcijantado maj i n a
poj al avwanogrog reignalizi anj a i | i olakgavanjem prolife
okolnostima[185]. U okviru odnosad o m aali hametnilg, transkripti funkcionalno vezani uz

biogenezu ribosoma i translacijp,r o n asuluestudiji RNA sekvencirarg nametnika i stanica
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epitel jejunumasvinje IPEC-J2, prilikom infekcije merozoitimarrste Cryptosporidium parvum
(Apicomplexa, Cryptosporidiidae)(rani aseksualni stadiji)Geni koji kodiraju ribosomske

funkcije bili sui zr a g e n o udranekgpaomednoi maali inametnika s prevagomu
nametni ku, melLutim nisu Dbild.@ di f estangcanesvinjea | no |
z ar a ¢ €.rpanmm[186]. Zanimljivo je dame L u D E ugdranskriptomu intestinalnih

stani ca ninigeni vezanbuz atlesei apoptokua o gutarskijpreteinP53 (prema

engl. tumor protein B3) ili gen Mdm2 (premaengl. Mdm2 proteoncogeng te su autori kao

moguli a obj aighg epea shagnal mo g da bi oin ivitsop o d de
eksperimenta ili je nametnik bio manje virulentan, intenzitet infekcije nije bio dovoljno visok ili

se radi o specifil nos.tSidzinomp vabroj DE rdbssbngki gegau st an i |
inficirani m t kisukiadmenedgwad otkieam ogaméaribosamskih protema
uimuncsignalizacijfjk ao gt o s[187,18&ili inhwieija [189,490]j ezgr i nog | i mb
kappa B (prema engiuclear factor kappa BNF-a B, promicanjg191,192]ili inhibiranje virusne
produkcije[193], mo g u | dal ij le i bnl kil pagreffiiinducirgu ribosonski stresu ranojfazi

infekcije uo d r e LtkivimianBudu | i m ci | j ani hitl ig®ttebna gotvadia ovi i ma

hipotezu te utvrditi kinetiku i dinamiku nastanka ribosomskog stresr i I nfekciji I
Anisakis
5.2Prevalencija i i ntenzi tetemiAnidaléskpegreffieu poabrla tioemni | n
d o mad, srdeli

Naj v ag n analiaranin 4d364jedinki srdeh, vrste Sardina dlchardus predstavlja
pojavai nf e k't i v n e Alpégteffiimdotevo svhkbjidrlgmj analiziranoj srdeli ulovljenoj
pored zapadne SardinijgWS), gt o d al e k osvenosti npastpje yzerkovanja s
prevalencijiomod n a j W%.d@Jerok tomudijelomjeu v el i |l i ni kgjeesdiz Wk i srd
postajeuzorkovanjabileu prosjegks 2 cm vellmkwalg e tjad | havenjeme nut i
prvi nalaz visoke prevaleneij o bAl pedreffina ovom podr ul j[I94utviilir as i
suprevalencijuo b | A. pegreffiiod 13,1% u tielesmj  @iu A &%jufileima srdelaulovljenih
u blizini sjeverne Sardinije, ukkdu s rezultatma mgi st r a.gNayjavrejlaa zabi | j

vrijednost prevalencije u literatugrijavljenaje zaatlantskor bol ovno podradl j e (1
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gotovo 6246 uvisceralnimorganima srdelei1% u m[69.i bpu ,u Isdkliaj evi ma i
prevalencigu o v om i skag iaugdiugoprnajsup ol o g i vporjo sljietl enriatiurmrtie
infekcije u sdelamao b i Jenizak,od | edne d ob |diflid4,a494]I1Za razika &di

nalazana postaji uzorkovanja WS, najmargadele iz sjevernog ifenskog mora (NT) nisu bile

inficirane A. pegreffiil i | i nalma pr ewaz emlk i j aneo gee objasritie
akunulacijom nametnila tjekomd ul j e g ¢ i votéemmhoage ukojgg ek aal aze | i |
Anisakisspp.[195]. Zorica i suradnic{196] provelisuis t r a gna\srdelana Jadranskog

morai utvrdili da je sastav prehranedele kojijpr et egno ukl juluje kopepo
stadije dekapodnih rakova i jajg ednak u svi m v elsrdele Instkri ang i kvaat nej
provedeno u Sjevernamoru potvrdio je kopepoth e rlebh ol posrednibbkeéel doma
Anisakissimple197]t e s e postéviéidasuogddanodg! avni h i zvora infe
u srdel amatati jekom g¢givo

Sdzirom na javnozdravstveni problem infek
znadnmjrezul t at uotvvorgé wkupan prevaencijafieimaod 1,5% B u d u | i da
su svi uzorci kupl j eni odiulbvaribe de gostaveul einsit rsawji evéail

institucijeusporedies vr emenom i spor uklakos e arkesnam aspegaulrinnosgti
tvrditbpost oj i daAnsakblniolsitnk e milgarki irijagkiom §iiveta pal
domal $lnhial ni izvedeni puuul is t r a g provadeym na i n | uEnguaulis
encrasicolum a p o Sredodeinog mofd98]. Dodat na ol akgavajula oko
Anisakis i | U nfedr ulnakmjeudaljénosbd visceralnih organa do fdekaous | w| a j

male plaver i b e, poput i npeniameéntsaldreilmt ivsUjeremiags vanj i
tempeatura iv i j eme tr aj ane an asjkvlaagdnii@ fee n\jeed rigilahbjl 1B &Kk t
pokretljivostAnisakid i | u konkumnoj rib{198,199] Nadalje mjesto parazitiranjanutar ribe

i ma znal aj akadaseizuzmesakjabilnbstakndancijeo b | A. gegreffiiluzrokovane

vd idmnparatenil nog ndp wajeojataastd dNal me zardelgen i d
uk Il j ugleilvuadtai ce/ngstavkedcrijevd kgt o j e vagno znat.i ako po
male veliline ne odstr aBijydijkie srdelewdsedozepnim j e ko
zemljamauobi | aj enot & okimeolbmiarlaejnie ( npr . ,sdalsgoredome | | i
nev a d i ut r oba zlbiongb ezikal cisU zanerearivilakobse restorani obvezpo

zakonuzameavatiribu prije pripreme, mnogak ul anst v a napedéngela amaj e g i m,
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prethodno nezamrznutingrdelama, aAnisakis| i | i nk e mo g u pregivjeti

mariniranja[200].

Va g gemalaz ovgi st r apojavadysterothylaciunsp. s ukupnom prevalencijom
od 20,1% PrisutnosHysterothylaciunsp.prethodmjez a b i | j e ¢ iedrugm vistarsariba e
iz Jadransko@73] i zapadnogsredozemnog morf201,202] iako sr a z | iprevaléncigmaza
svakoi st r a g i ve Relloi guaddici[@02]jzamijetili suHysterothylaciumaduncumkao
jedinog nametnikaprisunogu srdel ama s jugne i ukupriom| ne o
prevalencijom od 11,85% (Ttaspon 12,2 21,0 cm) Cavallero i suradniabbjavili sujednu od
n ajhvzi agh i ihjprevglengijanametnila Hysterothylaciumsp (42,4%) u velikom uzorku
srdela tijekom 2011. i 2012. godine (N = 3300a p o deverdog Jadras({3]. L ak iu tako
velikom uzorku s vrlo visokom prevalencijohrtysterothylaciumsp, prevalencijaAnisakisspp
bila je vrlo niska (0,2%) Naveden su rezultatidijelom s | i nalazimau ovani st r aga vanj u
sjeveno Jadransko more 2013. godindyéterothylaciumsp. prevalencija 42,7% A. pegreffii
prevalencija 6,0%ftablica 4.4 i dodatna tablica 10.7). MelLut i m, u 2014. god
obgu nametnila smanijila se u analiziramm uzorcima, osobito zaHysterothylaciumsp
(prevalencija 1%)Trend je o suprotan u srednjem Jadraod 1,3% u 2013.godind o naj vi ge
z a b i kprevaeacieHysterothylaciunsp od 57,4% u 2014godini. Isti trendbio je prisutan,
iako manje naglg e nq b |uA. pegreffii(od 1,7 do 3,5%)Razlog ovepromjere u abundanciji
nametnikau srdelamano g e bceandgrafskind o g a L aunJadranskommoru, asamim
time i dostupnostplijena kojiima uloguintermedijarnoglomd ia.fOvo sejedinomo gise r a § i t i
analizomadr gaj a ¢ el u c agrafskitpurjetahaenjegu azorkovaojgua mpomenu
da biuzorkovanje treda obuhvatiti dulje vremensko razdoblje>(2 godine) kako bi senogli

izvestiz a k | | povezamostidmatskinpromjena populaija nametnika

Nedavno ot krliille npkAnisakisspmiwbsajniim mezozooplanktonski
organiznimasugerirad a s u putevinegoi peonosea [3pi9Fitdgkesst av i j
razl i | iti organi zmi, kna o g g h adpmanidni&naipodi poznatd n i ko
kao intermedijarnd o ma b b h Hybterothylaciunsp [203]. Me L naladiizniadranskog
mora uvelike pr ewagr e v al e n cHygtarothytadiums p a na Zzapadagul| j u

Sredozemnog moyaiglavhomjer nadvije postaje uzorkovaajpnametniknije otkriven(postaja u
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sjevernom Tir ens ko miemlakoseHysterghylaciurssp o [ lueymiet Siscmdt
nepatogeim za | jude, njegova prisut n2abD3 zbogodbaneg i mat i

izgleda utrobe ribe u kojoj su vidljivi nametnici.

Ispitivanje koje je proveden@a nk et i ranj em g pan ypotilosjgknah potr

percepciju i usdneswn@v e rp turtAmispkidiodal ribil [204]. Rezultati
su ukazali na zab ralikojubtbdi spremni gldtiti do 8 pvoetiruo gecailjae n u
( 6. 6 @ uaspdtegbi s cijenom adl u / ,lakph i im se jamivod n¥z greader

kompresijska metod& or i gt e s t U agjakajeaid ji i kuootkrivdanja nametnila,

me L uproces zamrzavanjeenue h o zaht jeva previge vremena da

brodovi ma i pri kl adni j d205]. Podatrn®, nakondJskpmpregijskd” i v a | k
met ode uzontak sjee nienimptgee st aviatnii [ reajter §i ktoa, ka
jako velikim uzorcimaribePo b ol j ganj e i ,trerm&Ehodqstuppea ndbt ggogi e
pregledavanjes pr j e |pajaveAnigalasl i | i nke u proi zpoeéirmdi viab &1
industrije o mo g ubi Holjuaksmoms ku odr §gi vost ove industrije
javno zdravstvq204]. Na d al j e, sprij el iihmorskh proigveda nadgkamnigi anj e
[206], gto peidodgalmai zvoza infuna za Iltaliju i
Anisakis[207].

Vi ge %ank2est i r ani mo tgrpa@gndldgeldsak ishu u progl ost i
kupiti ili jesti morsku ribu zbog prisutnostinisakisl i | i nktegvoa dgvi j e trelin
izjavilo je da su spremni prestati kupovati ili jesti morsku ribu zbog prisutdessiakisl i | i nk e .
Posebn je zanimljiv rezultafu odnoswna rezultate cagi s t rn@,épjidvaa su gpanj ol s ki
svjesni Ansakislgielnionsktoiom odreleni h vrsta morskih r
oznajedalswr bj egaval.i os | i | a malo igpitaoika bilo sviesnd rizikad o k |
konzunacije male plaveilbe (samo 1% ispitanika z n gdizbjegavanje srdele pr og !l ost i [
ispitanikaizbjegavaloje i n | 40%) ispitanikaodgovoriloje da konzumiraju sirav ili slabije
kuhanu ribu, a 1% ispitanka potvrdilojek or i gt enj e svj ege, epzet hodr
pripremu sirove il | agaMel uk uihsamiet arniibcui mia dkoom
konzumiranjess i r ov e sk p BHmaveldjelizhjegavanjé n ia @ @6 srdeé [204].
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Srdele se p | e nsimatraju niskim ili vrlo niskim izvorominfekcije ljudi | i | i n k a ma
Anisakissobzi rom na pr ey poyowvocuiupgporedhbi s welikigni pfeglatorskim
vrstamaiba k ao gt o j e osd ide iZminimlijpak sneatiakoa vi s o
razina rizika ovisi ogeografskmp o dr 69.jNedavno obj avljeno istracg
Anisakis| i | i bldgd preuw al @mioinzvodi(maolijrelnina u wul j,u i m ¢
prikupljenih stalijanskht r ¢,umjetreom digestijonotkrilojei z ni mno v el[208. br o]
Ukupno 1283 pnkupljenesu bl 147 iamakzieanih proizvodahar jednal 1 | i nk a
pronadubsh2a¥% pr oi zvoda, a pievedikojijsas viil ib isluslszod rjaegne
105 | i | i nkiPogumralp b b (NEd22xnolekularnoje identificiran kao vrstaA.
pegreffii(N = 92) iA. simplexXN = 30).lako je rizik za anigkijazu bio zanemarijyer se radilo o
mr t vi m | pdavnoskpotenaijalnh alergijskh reakcip senzibiliziranih pojedinaga
meLlLut i m, ni j e iodbkpnizgl edapr ©ak o blboge,i ko 208 ot r 0 g a
Linjenicu ca usredozemnine e ml j ama komer ci j al no nenmaagvrizaor ma |l a
infekcije ljudi potvrdila je i nedavno objavljena retrospektivha analiza t er at ur e o0 sl L
anisakijaze u ltaliji, s posebnim naglaskom na izvoru zaf2o9]. Kriteribjlajeukl!l j ul
prisutnosuind iilderktei fii ngeei ja, &iampaldiaziral ikl s u
73 slulaja koji .koud zvaedioivrodzvppizareze pige i@ dalaganoe
kuhan i rd),innl u(n6 5,17 %3 r demittpdirova mdskalhrana (15,1%) i srdele
(1,4%).

Ovoi st r apmpivrdilajeda je prisutnosh b | A. gegreffiiu sdelamaz Sredozemnog
mora pods n a ¢ utjecaem geografske varijacijevarijacije uv e | iidloinma | Navedee
varijable, zajedno podacina o prevalenciji i intenziteté. pegreffiiinfekcije (posebno za file
srdela), mogu se izravno k | j ubluidtpibegerei z | o ghevatske populacije ovom riziku
kori st el i upitnikgpoopdehrambenintiazkamas t a n o v(detalipa metodologija
prikazana uiteraturi [85]). Dodangje vrijednostovogi st r a g i wjga@snowe potrebre za
izradukvantitativre procjere rizika zasrdel i razvoj] HACCP (prema enghazard analysis and

critical control pointg protokolazaproizvoderibopr e r a leindustrie.k
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6. Zaklak u |

Istagi vanj e u ok vdisertacijepredstavifhmagrédako sakuenijevanju
mehanizama raninfekcije! i | i n k oAnisakidpégieffia modelus | u Iga jdnoomgrd i n a
prvi put primjenjuje metodologiju okaprot ol no g s e kispgivargui patageneze u
anisakijaze Molekularni rezultatipokazalisus n a g an | updtnaddgowiyred n m di j el o
temeljen na aktivacijisignalnog putalL17 i razvoj odgovoraThl7, uz mo g u pojavu
ribosomskog stresa. tsje bdatno potkrijepljeno nalazinrma s t aamini, kop supokazali
tegke upal ne/ e mdkrn ag imadoraj el aizriaij. Mjestmippgoidoar a | i | i n
o b | Alipegreffiiu prva 32 sata infekcijénfiltrirano je polimorfonuklearnin leukocitima
(pr et egnond teeuurmanjoj frmjeti makrofagma Bolje razumijevarg efektorskih
mehanizama postavlja temelje pau d ui | saiivan@ okusirana na mehaniznisterakcija

nametnik&kojini su koevol uci j ski razvil i nametni | ki 0 (

Opsegakovanjez r del a na podrul ju Jredbzemnognkorag MO r ¢
kao i primjena specifilne metode pr edlueomyvanj a
i stragi vahl juybdalkeza grajjjgip ot raorgiablopr er ali vailiku i nc
javnozdravstvenel st r gjepovaikdaserisutnosj elf eikkk € vne | i
ob | A peareffiu sr del amaJadranskqgo zhpadn@®jr e dozemnog mor a z
mi jenja ovisno o geogr af sakNavedegp vadjable,| zpjadnois v el i
podacima o preveahciji i intenzitetu i A fpegkeffi(ppgavitoutfileiind e m v r
srdel§, moguseiskoristiti kao osnova za izradu kvantitativhe procjene rizika infekcije ljudi te za

razvoj HACCP protokolaunt ar r i bopreralival ke industrije.
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7.Kr at ki s engleskom jezika Gummary)

Prevalence of infectious nematode larva@nisakis pegreffii(Nematoda, Anisakidae) in
paratenic host Sardina pilchardug and molecular characterization of model accidental

host response Rattus norvegicus

Aims of the researchepformed on model accidental hastected withAnisakis pegreffii
larvae were to histopathologically describe severe inflammatory/hehemic lesions at the
infection siteandexplorethe transcriptores of affected tissues using RNgeq Elicited strong
local proinflammatory reaction seems to favor the activation of the interleukin 17 signaling
pathway and the development of the T helpetypeé responsd he lesion sites showed infiltration
by polymophonuclear leukocytes amdacrophagesUnderstanding the cellular and molecular
mechanisms underlying host responsesigakisinfection is important to elucidate many aspects

of the onset of anisakiasis, a diseakgrowing publichealthconcern

The dudy of European pilchards from diffaneAdriatic andMediterranean regioramed
to assess prevalence and intensitopegreffiinfectionduringa threeyear periodThe overall
prevalence in pilchards was .22 (range 044.9% for different samplingpoints) and mean
intensity 18, while an overall larval prevalenda fillets was1.5%. This study demonstrates that
the presence oA. pegreffiiin European pilchards from th&driatic andMediterranean Sea is
highly influenced by geographic and host sizgiation Results suggest the needingplement
thesevariables in future planning of risk management measures, to mitigate godéietiés on
the public health.
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8. Kratkisa get ak

Cilieviiss r agi vanj a pr owddid mg o omiaficdranogd élilui n k a ma
obl i Anisakis pegreffibili su:hiso pat ol o gk i o phemoaagijskderzijemp kjestuu p al n e
infekcijeii stragi ti t r enintkikasp @rmoimeseldhdanjmSn agna | okal n
upalnareakciptemeljisenaaktivaciji signalnog putaterdeukina 17 i razvoju odgovotanfocita
Thl7, a p dr u | j ainfiltfirana sy polimorforuklearnim leukocitima imakrofagma.
Razumijevanj e sttamehdninaméodgovwtho ma k uh ar meb |ii d feank c i
Anisakisv a § nzoa j seh vrmdgih ospbéosthastanka asakijaze s v e v lmlgstijavioe

zdravstvenog interesa

Cili i st r ag isweama(8ardinapilchardusi z r a jdrangkih { zapadn
sredozemnilegija bio je procijeniti prevalenciju i intenzitet infekcijei | i n & A. pebreffii
kroz tr ogo duzagkojagaUkupna prevéldngijenosilaje 12,2% (raspon 0 44,9%
za razl i bzorkoeanjg)ip s b a jntenziil,8dok je wukupna prevale
fileima bila 1,5%0v i m i st mpatgv vjweng esmre pri sutnost Anfekti
pegreffiu sr del ama na podrulju Jadranskog i Zzapac
ovisno o geografskom podry u i v el i Rezultdtiu wjmainaapotrebu uk
ovih varjagbi uludul e mj er e u pkak bil s smmaiji@ potericiglnijecaj ma

zdravljeljudske populacije.
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