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Rod Anisakis - nametnicki oblici
Porodica Anisakidae

Red Ascaridida
Koljeno Nematoda

Parazitiraju u velikom broju vrsta
morskih i slatkovodnih riba

Uzrokuju zoonoze-anisakidoze, a

ljudi najcesce obolijevaju od
konzumiranja sirove ribe

Imaju slozen zivotni ciklus

ANISAKIS — ZIVOTNI CIKL

4

@ Anisakidoza se dijagnosticira
gastroskopskim pregledom,

pri éemu se licinke veli¢ine 2cm dijagnoza
Moga o @ anisakidoze

@ zarazni stadij

7
Ljudi postaju sluc¢ajni
domadari nakon
konzumacije

Sicove: i 4 Morski sisavci izlucuju jaja

koja nisu embrionirana
putem fecesa, stadij L1

o A

6 Morski sisavci su krajnji domadari L3
li¢inki, koje se u njima razvijaju u odrasle oblike.
Oni proizvode jaja, koja putem izmeta
dospiju u vodu

BT
&

U vodi se u jajima

2a razvija embrio te se

/ formiraju li¢inke L2

2 L2 licinke postaju
pokretne
J\Rakovi progutaju

slobodnoplivajuce L2 licinke koje
se razvijaju u L3 stadij

@ L3 li¢inke u ribama i
5 glavonoscima su infektivne
za ljude

Ribe i glavonosci pojed:\

zarazene rakove, te nakon
njihove smrti L3 li¢inke migriraju

u misice, te one dospijevaju u druge 3
ribe i glavonosce putem ishrane

Vukovar, 08. travnja 2011.




|‘ UVOD ANISAKIS - MORFOLOSKA RAZNOLIKOST

e Morfoloska svojstva se razlikuju kod odraslih jedinki, ali teze kod liCinki

»Velicina i poloZzaj zubica na prednjem dijelu tijela

» Veli¢ina Zljezdanog dijela — Zeludac (ventriculus)
»Veli¢ina bodlje (spicule) kod muzjaka

»Broj i polozaj kaudalnih papila kod muzZjaka
»Veli¢ina mukrona (repica) na straznjem dijelu tijela

e MorfolosSka svojstva najcesce nisu dovoljna za tocnu determinaciju vrsta
licinki, ve¢ se danas determinacija vrsi pomoc¢u molekularnih biljega.

A. pegreffii

A. pegreffii A. simplex




‘ UVOD  ANISAKIS — BIORAZNOLIKOST | RASPROSTRANJENOST

Poznato 9 vrsta Anisakis spp.:

1. Anisakis simplex (s.s.)

2. A.simplex C

3. A. pegreffii

4. A. typica

5. A. ziphidarum

6. A. nascetti
Grupa l

7. A. physeteris

A. brevispiculata

9. A. paggiae 2:;,’,’;’(,’;;;‘_;“,“' ;’jf’f i it T RSB ' KRR AR

Grupa ll
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| SVRHA | CILJ ISTRAZIVANJA

eTijekom ispitivanja zdravstvenog stanja tune (Thunnus thynnus) na tovilistu u
Jadranskom moru i divlje populacije riba neposredno pored uzgojnih kaveza,
licinke anisakisa pronadene su u svim pregledanim vrstama riba iz divlje
populacije.

o Cilj istrazivanja bio je:

» determinirati vrste li¢inki anisakisa na temelju mitohondrijske i
genomske DNA

» istraziti unutarpopulacijske razlike pronadeni
razini DNA biljega

Vukovar, 08. travnja 2011.



MATERUALI | METODE

Broj Vrsta ribe Vrueme. Mjesto . Broj riba
uzorka uzorkovanja uzorkovanja
u ) Tuna lipanj, 2009
z<:)lra (Thunnus srpanj, 2010 toviliste n=3
thynnus) studeni, 2010
Sarun srpanj, 2010
(Trachurus o 5 n=14
trachurus) studeni, 2010
Lokarda srpanj, 2010
Uzorak neposredno
2 BEoIEs deni. 2010 oko tovilista 1=s
japonicus) studeni,
Usata srpanj, 2010
(Oblada n=3
studeni, 2010
melanura)
Sarun 1 N n=2
Uzc;rak > veljaca, 2011 rllzoarnlcl:oa u
Sarun 2 agreobu n=2

Vukovar, 08. travnja 2011.




MATERUALI | METODE

e Biometrijsko mjerenje riba i klinicka pretraga

e MorfoloSka karakterizacija nametnika — bojanje “Semichon’s acetocarmine”
ili direktnim prosvjetljavanjem (metil-salicilat)

e Molekularna karakterizacija na temelju molekularnih biljega:
» ITS regije (unutarnje razmaknice rRNA): jezgrin biljeg
» Cox1 (podjedinica 1 citokrom oksidaze): mitohondrijski biljeg

— lzdvajanje ukupne DNA

— Umnozavanje gena Cox1

— Umnozavanje regije ITS

— Restrikcijska analiza regije ITS enzimom Hhal

— Odredivanje sljedova nukleotida dijelova gena COl i re

— Analiza sljedova nukleotida u programima ClustalX i Bl
stabala u programu MEGA 4.1

Vukovar, 08. travnja 2011.



REZULTATI - BIOMETRIUA RIBA

Broj
Uzorak 2 Vrsta TL (cm) SL (cm) Spol anisakisa

Uzorak 1 Vrsta TL (cm) | SL(cm) Spol Proj. EJsata PXAY PERY 2 2
anisakisa Sarun 37,0 33,5 Q <50
3.6.2009. 93,0 81,0 - >150 o sarun 34,0 30,0 2 <50
P Lokarda 44,0 39,5 - <50
1.7.2010. | Tuna 132,0 | 114,0 - - S Sarun - - 3 <50
5 2. Sarun 32,0 29,0 3 <50
11.11.10. 151,0 | 134,0 - N Sarun 36,0 32,0 3 <50
o Sarun 31,5 29,5 3 <50
Sarun 33,0 29,5 Q <50
Sarun 34,5 31,0 Q <50
. Usata 30,5 27,0 3 > 50

Uzorak Broj L -
3 Vrsta | TL(cm) | SL(cm) Spol anisak. Lokarda 41,5 37,0 0 <50
S " 157 . Lokarda 38,8 34,8 Q <50
: : ? > = Sarun 33,0 28,9 o <50
veljaéa | 28,0 24,1 Q 212 g §arun 31,8 27,2 Q <50
2011 27.8 23,9 0 183 o Sarun 36,0 20,5 Q <50
N Sarun 35,2 30,8 Q <50
28,3 24,4 3 212 5 Sarun 30,9 26,1 Q <50
s.v. & _ 28,1 242 | 5oy | 19 Sarun 33,6 28,5 Q <50
stdev | 10,25 | 0,21 26,5 Utata 34,0 28,4 0 > 50

Sarun n= 13| 33,7+1,93 (26,7 +2,23| 10 Q 37 -
s.v.  st.dev] L°:f;da 41,4+2,60(37,1£2,35| 29 -
Usata n=3 30,5 + 3,50(26,1 * 2,80

TL — ukupna duljina, SL — standardna duljina, s.v. — srednja vrijedn

Vukovar, 08. travnja 2011.
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| REZULTATI — PRETRAGA NAMETNIKA U RIBAMA

Vukovar, 08. travnja 2011.



REZULTATI — PRETRAGA NAMETNIKA U RIBAMA

Vukovar, 08. travnja 2011.



REZULTATI — MORFOLOSKA ANALIZA

Zeludac (ventriculus)

Vukovar, 08. travnja 2011.



REZULTATI — MOLEKULARNA ANALIZA

Cox1 Cox1 ITS

Analiza umnozenih produkata reakcija PCR u gelu agaroze nakon endonukleazne
restrikcije regije ITS enzimom Hhal, M — mol. standard 100 pb

Vukovar, 08. travnja 2011. Institut Ruder Boskovié, Zagreb, Hrvatska l E



REZULTATI — MOLEKULA

Analizom sljedova nukleotida
u tunama (A. typica) i osta

— AM706346 A. pegreffii (Conger eel) China
GQ472927 A. simplex (Haddock) Denmark

- GQ169364 A. simplex (Atlantic salmon)
EU718479 A. pegreffii (Roughsnout grenadier) Morocco

AB277823 A. pegreffii (Mack erel) Japan

GQ169362 A. simplex (Atlantic salmon)

A simplex /A, pegreliii
GQ169363 A. simplex (Atlantic salmon)

100 Anisakis sp. (Horse mackerel, Chub mackerel, Saddle bream) Croatia

AY821749 Anisakis sp. (Black sea harbour porpoise) USA

GQ472930 A. simplex (Garfish) Denmark
100

‘| AY821739 A. simplex (Elephant seal) USA

951 Ay821736 A. simplex (Elephant seal) USA

EU718473 A. ziphidarum (Black slimehead) Mauntius 7] A. ziphidarum

EU624345 A. paggiae (Alaska pollock) Japan
A paggiae /A physeteris
100 EU327690 A. physeteris (Frigate tuna) Brazil

|— AB432909 A. typica (Indian mackerel) Thailand

100 EU718476 A. typica (Benguela hake) Morocco
g0 | AB557660 A. typica (Cutiassfish) Taiwan A tprica
A. typica (Atlantic bluefin tuna) Croatia

AB429051 A. typica Philippines

ffii i 99,6 % u slucaju A. typica.

Institut Ruder BosSkovié, Zagreb, Hrvatska l




A.pegreffii AGCAGCAGCTTAAGGCAGAGTCGAGCAGACTTAATGAGCCACGCTAGGTGGCCGCCAAAA 239
A.simplex AGCAGTAGCTTAAGGCAGAGTTGAGCAGACTTAATGAGCCACGCTAGGTGGCCGCCAAAA 239
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Cox1 regije su pokazale vecu varijabilnost (98,9% - 100%) za anisakis iz divlje populacije
riba, a najvedi broj varijabilnih mjesta (7) zabiljezen je kod anisakisa iz Saruna iz ribarnice.

Cox1 regije nisu se pokazale dobrim markerom za usporedbu s poznatim sljedovima
nukleotida anisakisa iz genske banke podataka, zbog malog broja pohranjenih sljedova (za
analizu su koristene uglavhom Cox2 regije).

Nije zabiljezena razlika u sljedovima nukleotida Cox1 regije izmedu anisakisa koji potjecu
iz razli¢itih vrsta riba (npr. Sarun — lokarda), ve¢ je postojala izmedu riba uzorkovanih na
razli¢itim mjestima (Sarun uz uzgajaliSte — Sarun s trznice).

A. typica iz tuna se grupirao odvojeno od anisakisa pronadenih u ostalim ribama, a u
genskoj banci podataka nije bilo pohranjenih sljedova nukleotida Cox1 gena za ovu vrstu.

Vukovar, 08. travnja 2011. Institut Ruder BosSkovié, Zagreb, Hrvatska ‘ E



|l RASPRAVA | ZAKLJUCCI

e U Hrvatskoj su nalazi anisakisa, A. simplex, u ribama iz Jadranskog mora
potvrdeni prijasnjih godina (Mladineo, 2003; Zili¢i i Mladineo, 2006), ali se oni
baziraju na morfoloskim analizama

e Molekularne analize anisakisa iz naseg istrazivanja pokazale su prisutnost vrsta

A. pegreffii (kompleks A. simplex) u Sarunima, lokardama i usatima, te A. typica u
tunama

e |TS regije su se pokazale dobrim molekularnim biljegom u determinaciji
anisakisa:

» restrikcijska analiza ITS regija omogucdila je razlikovanje izmedu vrsta
» analiza sljedova nukleotida ITS regija omogucila je determinaciju vrsta

e Cox1 gen se pokazao dobrim biljegom u odredivanju vari
vrste

Vukovar, 08. travnja 2011.



RASPRAVA | ZAKLIUCCI

e Saruni i lokarde su u&estali domadari li¢inki anisakisa, a nalaz A. pegreffii u
njima je u skladu s nalazima A. pegreffii u Sarunima iz Mediterana

. A. simplex (s.s.)

O A. pegreffii

O A. brevispiculata

' A. physeteris

Prema Mattiucci

Rasprostranjenost razliitih vrsta anisakisa u Sarunima iz

Vukovar, 08. travnja 2011.



‘ RASPRAVA | ZAKLIUCCI

e Nalaz A. typica prvi je nalaz ove vrste u Jadranskom moru, a zanimljivo je da
je pronaden upravo u tovljenim tunama.

* Tovljene tune hrane se svjezom sitnom plavom ribom (srdela, inéun, papalina)
te smrznutim srdelama i haringama, pretezno iz uvoza (uz do 10% glavonozaca),
pa postoji mogucnost invazije tuna anisakisom uslijed ishrane. Duboko
smrzavanje s ucincima sitne kritalizacije tijekom duzeg vremena unistava ove
nametnike.

U zdravstvenoj skrbi covjeka
u Hrvatskoj ova bolest je
potpuno zanemarena.
Potrebno istaknuti vaznost
termicke obrade ili dubinskog

smrzavanja morskih plodova.
/

“A healthy marine
ecosystem is one with
high level of infections by

anisakid nematodes”
Mattiucci i Nascetti (2008)




Hvala na pazniji

. Ovaj rad izraden je u okviru hrvatskog nacionalnog
monitoring programa “Sustavno istraZivanje Jadranskog mora
kao osnova odrzivog razvitka Republike Hrvatske”
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