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USPOREDBA HISTOLO[KIH PROMJENA U
ORGANIMA KLENA (Squalius cephalus) S BROJEM
HETEROTROFNIH I KOLIFORMNIH BAKTERIJA

U VODI RIJEKE SAVE

B. Kurtovi}1, D. Kapetanovi}1, @. Mata{in2

Sa‘etak
Za na{e istra‘ivanje uzorkovano je ukupno 157 klenova na 5 postaja od
slovensko–hrvatske granice do utoka rijeke Une u Savu. Dvije postaje bile su
uzvodno, a preostale tri nizvodno od grada Zagreba i glavnih izvora one~i{}e-
nja vode. Jetra, slezenu, bubreg, {krge i crijevo uzorkovali smo kod svih
klenova i izradili histolo{ke preparate koje smo obojili hematoksilin eozinom.
Istodobno je uzorkovana voda i odre|en broj heterotrofnih i koliformnih
bakterija.

Na osnovi rezultata ovog rada mo‘emo zaklju~iti da bi histolo{ke promjene
u organima klena mogle poslu‘iti kao pokazatelj one~i{}enja vode. Razlike
intenziteta histolo{kih promjena bile su sukladne razlici u broju heterotrofnih
i koliformnih bakterija na pojedinim postajam. Histolo{ke promjene, kao
rezultat kumulativnoga djelovanja, vjernije su nego broj heterotrofnih i koli-
formnih bakterija odra‘avale kakvo}u vode. U svim organima utvr|en je
barem jedan histolo{ki pokazatelj s visokom pozitivnom korelacijom sa stup-
njem one~i{}enja vode. [krge su bile organ s najbrojnijim histolo{kim poka-
zateljima koji su bili u korelaciji s promjenom kakvo}e vode.

Klju~ne rije~i: histologija, klen, koliformne bakterije, heterotrofne bak-
terije, kakvo}a vode
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UVOD

One~i{}enje vode ima kao posljedicu i promijenjeno zdravstveno stanje organi-
zama koji u njoj ‘ive. Zbog toga zdravstveno stanje faune ~esto odra‘ava stanje
ekosustava (R o b i n s o n, 1996). Riba je izlo‘ena brojnim {tetnim tvarima
otopljenima u vodi ili sadr‘anima u hrani. Osim toga {to izravno negativno
djeluju na ribu, mnoge tvari riba i kumulira u organizmu. Stoga riba mo‘e
poslu‘iti kao pokazatelj one~i{}enja okoli{a (W h i t f i e l d  i  E l l i o t t, 2002).

Histopatologija prou~ava promjene na stani~noj razini. Histopatolo{ke
promjene prikladan su pokazatelj za utvr|ivanje i lokalizaciju toksi~nih
u~inaka pojedinih tvari, ali promjene, u pravilu, nisu specifi~ne za pojedini
kemijski spoj ili skupinu spojeva (B e r n e t i sur., 2004).

Rijeka Sava du‘ine 945 km najdu‘a je rijeka u Hrvatskoj. Na izlasku iz
Slovenije ve} pripada II. do III. kategoriji kakvo}e voda. One~i{}enje je najve}e
nizvodno od Zagreba. U tom je dijelu voda rijeke Save svrstana u III. do V.
kategoriju kakvo}e (V o u k  i  M a l u s, 2005).

Ve}ina me|unarodnih pravilnika uklju~uje ukupne koliforme kao zakonom
propisani mikrobiolo{ki pokazatelj kakvo}e vode (S c h r a f t  i  W a t t e r -
w o r t h, 2005). Uz to utvr|uje se ukupan broj heterotrofnih bakterija, {to se
smatra op}im pokazateljem stanja vode (S t e v e n s i sur., 2003). Uredba o
klasifikaciji voda u Republici Hrvatskoj tako|er uklju~uje ukupne koliforme i
heterotrofne bakterije (NN, 1998).

Cilj je ovog rada bio utvrditi mogu li se pojedine histolo{ke promjene u
istra‘ivanim organima koristiti kao pokazatelji one~i{}enja vode, kao i odrediti
odnos intenziteta histolo{kih promjena u organima i broja bakterija u vodi.

MATERIJAL I METODE RADA

Uzorkovano je ukupno 157 klenova na 5 postaja od slovensko–hrvatske granice
do utoka rijeke Une u Savu. Dvije su lokacije (Otok Samoborski i Sava kod
Jaruna) uzvodno, a preostale 3 (Oborovo, Lukavec Posavski i Jasenovac)
nizvodno od grada Zagreba i glavnih izvora one~i{}enja vode. Uzorkovanje je
provedeno dvokratno, u jesen 2005. i u prolje}e 2006. godine, elektri~nim
agregatom sukladno standardu HRN EN 14011:2005.

Uzorci jetara, slezene, bubrega, {krga i crijeva uzeti su od svih riba i
fiksirani u 10 %–tnom formalinu. Na~injeni su rezovi debljine 5µm i obojeni
hematoksilin eozinom.

Uzorkovanje vode za odre|ivanje ukupnoga broja heterotrofnih i koli-
formnif bakterija obavljeno je istodobno s uzorkovanjem ribe. Dobiveni su
rezultati izra‘eni kao srednja vrijednost za razdoblje od rujna 2005. do svibnja
2006. godine. Za odre|ivanje ukupnoga broja aerobnih bakterija uzorci vode
inokulirani su na hranjivoj podlozi Yeast extract agar prema ISO 622:1999
(W h i t m a n  i  M a cN a i l, 2004). Nakon inkubacije do 5 dana na 22 ºC
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izrasle su kolonije prebrojene i rezultat izra‘en kao cfu/ml (cfu — colony
forming units). Ukupan broj koliformnih bakterija odre|en je s pomo}u
Colilert® testa (IDEXX Laboratories, Inc., SAD). Nakon inkubacije od 24 sata
na 35 ºC rezultat je izra‘en kao najvjerojatniji broj (MPN — most probable
number) u 100 ml uzorka.

Za statisti~ka obradu rezultata primijenjen je program SigmaStat (Sigma-
Stat for Windows Version 1.0, Jandel Corporation 1992–1994). Razina zna~aj-
nosti za sve testove postavljena je na 5 % (p<0,05). 

REZULTATI I RASPRAVA

Bakteriolo{ka pretraga vode

U rujnu 2005. godine heterotrofnih je bakterija bilo najvi{e na postaji Oborovo,
a najmanje na postaji Jasenovac. U travnju/svibnju 2006. godine heterotrofnih
je bakterija bilo najvi{e na postaji Jasenovac, a najmanje na postaji Jarun.
Razlika izme|u dvaju uzorkovanja nije bila statisti~ki zna~ajna (T= 36,0,
p>0,05). Prosje~an broj heterotrofnih bakterija za cijelo ispitivano razdoblje
najve}i je bio na postaji Oborovo, a najmanji na postaji Otok Samoborski. U
vodi uzorkovanoj u travnju/svibnju 2006. koliformnih je bakterija najvi{e bilo
na postaji Jasenovac, a najmanje na postaji Otok Samoborski. Prosje~an broj
koliformnih bakterija za cijelo ispitivano razdoblje najve}i je bio na postaji
Oborovo, a najmanji na postaji Otok Samoborski. Broj heterotrofnih i koli-
formnih bakterija pri jednokratnim uzorkovanjima bio je nepravilan uzmemo
li razlike izme|u pojedinih postaja i izme|u sezona uzorkovanja. Odnos je
potpuno druk~iji ako se u obzir uzme prosje~an broj za ~itavo razdoblje.

Histolo{ka pretraga riba

U {krgama (Slika 1) su odre|eni hiperplazija {kr‘nog epitela i fuzija sekun-
darnih lamela, pro{irenje krvnih prostora i ote}enje (clubbing) sekundarnih
lamela. U crijevu (Slika 5) je odre|en broj vr~astih i {tapi}astih stanica u
sluznici. U slezeni (Slika 7) je odre|en broj MMC–a, stupanj punokrvnosti i
prisutnost granulomatoznih promjena. U bubregu (Slika 11) je utvr|en broj
novostvorenih tubula, broj MMC–a i prisutnost granulomatoznih promjena. U
jetrima (Slika 14) su utvr|eni broj MMC–a, prisutnost granulomatoznih
promjena, proliferacija ‘u~nih kanali}a i nakupljanje upalnih stanica.

[krge

S obzirom na normalan izgled {krga (Slika 1), ustanovljena je hiperplazija
epitela (Slika 2) koja je bila najja~e izra‘ena na postaji Oborovo, a najslabije
na postaji Otok Samoborski. Razlika je bila zna~ajna (H=25,5; p<0,05).
Ote}enje sekundarnih lamela (Slika 3) bilo je najja~e izra‘eno na postaji
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Oborovo, a najslabije na postaji Otok Samoborski. Razlika je bila statisti~ki
zna~ajna (F=18,4; p<0,05). Teleangiektazije (Slika 4) bile su najja~e izra‘ene
na postaji Oborovo, a najslabije na postaji Otok Samoborski. Razlika je bila
statisti~ki zna~ajna (F=9,47; p<0,05). Rezultati ovog istra‘ivanja pokazali su
da su {krge organ s najja~im odgovorom na promjenu kakvo}e vode. To je
sukladno podacima iz literature (M a l l a t, 1985). Brojni su se autori pro-
mjenama na {krgama koristili kao pokazateljem one~i{}enja vode (C o u i l l a r d
i sur., 1988; B r u e g g em a n n i sur., 1995).

Crijevo

Broj vr~astih stanica (Slika 5) bio je najve}i na postaji Oborovo, a najmanji na
postaji Otok Samoborski. Razlika je bila statisti~ki zna~ajna (F=6,28; p<0,05).
Broj {tapi}astih stanica (Slika 5) za 2005. godinu najve}i je bio na postaji Otok

Slika 1. [krge klena,
normalan izgled. H i
E, 200 puta.
Fig 1: European chub,
normal gills. H and E,
200 X.

Slika 2. [krge klena,
hiperplazija epitela s
fuzijom lamela. H i E,
100 puta.
Fig 2: European chub
gills. Epithelial
hyperplasia with
lamellar fusion. H and
E, 100 X
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Samoborski, a najmanji na postaji Lukavec Posavski. Razlika je bila statisti~ki
zna~ajna (F=4,05; p<0,05). Za godinu 2006. broj je {tapi}astih stanica najve}i
bio na postaji Lukavec Posavski, a najmanji na postaji Jarun. Razlika nije bila
statisti~ki zna~ajna (F=1,60; p>0,05). Razlika izme|u dviju sezona uzorkova-
nja na pojedinim je postajama bila zna~ajna. Promjene u crijevu nisu bile
izra‘ene kao u {krgama. Pove}ani broj vr~astih stanica na postajama s ve}im
one~i{}enjem u skladu je s podacima iz literature (H a w k e s, 1980; K r u a -
t r a c h u e i sur., 2003). Naprotiv, razlike broja {tapi}astih stanica izme|u
pojedinih postaja, kao i izme|u dviju sezona uzorkovanja nisu pokazivale
pravilnost. Broj je bio ve}i uzvodno od Zagreba. U dostupnoj literaturi ne
postoji jedinstveno mi{ljenje o ulozi tih stanica u ribi. Jedni ih povezuju s
one~i{}enjem iz okoli{a (Sm i t h i sur., 1995; I g e r  i  A b r a h am, 1997) dok
su s druge strane brojni zagovornici njihove uloge u obrani organizma od
parazita (M a n e r a i sur., 2001; D e z f u l i i sur., 2003).

Slika 3. [krge klena,
ote}enje lamela. H i E,
400 puta.
Fig 3. European chub
gills. Lamellar
swelling. H and E, 400
X.

Slika 4. [krge klena,
aneurizme. H i E, 200
puta.
Fig 4: European chub,
aneurisma in gills. H
and E, 200 X.
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Slezena

Broj MMC–a (Slika 6) u slezeni bio je najve}i na postaji Oborovo, a najmanji
na postaji Jasenovac. Razlika je bila statisti~ki zna~ajna (F=7,47; p<0,05).
Punokrvnost slezene (Slika 7) za godinu 2005. najvi{eg je stupnja bila na
postaji Lukavec Posavski, a najni‘eg na postaji Jasenovac. Razlika je bila

Slika 5. Crijevo klena, vr~aste (G) i {tapi}aste (R) stanice. H i E, 1000 puta.
Fig 5: European chub intestine. Goblet (G) and rodlet (R) cells. H and E,
1000 X.

Slika 6. Slezena klena, MMC–i. H i E, 200 puta.
Fig 6: MMC in European chub spleen. H and E, 200 X.
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statisti~ki zna~ajna (H=12,3; p<0,05). Za 2006. godinu punokrvnost slezene
najja~e je bila izra‘ena na postaji Oborovo, a najni‘eg stupnja na postaji
Jasenovac. Razlika je bila statisti~ki zna~ajna (H=12,1; p<0,05). Razlika
izme|u dviju sezona uzorkovanja na pojedinim je postajama bila zna~ajna.
Granulomatozne promjene (Slika 8) utvr|ene su na svim postajama. U~estalost
je bila najve}a na postaji Lukavec Posavski (60%), a najmanja na postaji
Oborovo (18%). Razlika je bila statisti~ki zna~ajna (χ2=18,15; p<0,05). Od
histolo{kih pokazatelja u slezeni samo se broj MMC–a mijenjao usporedo sa
stupnjem one~i{}enja. To je sukladno podacima iz literature. Ve}i broj MMC–a
opisan je u riba izlo‘enih one~i{}enju u usporedbi s kontrolnom skupinom
(C o u i l l a r d  i H o d s o n, 1996; T e h i sur., 1997). U dostupnoj su literaturi
malobrojni podaci o odnosu one~i{}enja i stupnja punokrvnosti slezene. Pojed-
ini su autori ( T e h i sur., 1997) utvrdili vi{i stupanj punokrvnosti slezene u
ribi iz one~i{}ene vode. Naprotiv, Couillard i suradnici (1999) nisu na{li
zna~ajnu razliku u punokrvnosti slezene izme|u riba nizvodno i uzvodno od

Slika 7. Slezena klena,
punokrvnost. H i E,
100 puta.
Fig 7: Congestion in
European chub spleen.
H and E, 100 X.

Slika 8. Slezena klena,
granulom. H i E, 100
puta.
Fig 8: Granuloma in
European chub spleen.
H and E, 100X
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otpu{tanja otpadne vode. U~estalost granuloma u slezeni nismo mogli dovesti
u odnos sa stupnjem one~i{}enosti vode. U dostupnoj su literaturi malobrojni
podaci o granulomatoznim promjenama u slezeni ribe kao posljedici one~i{}e-
nja vode. Ve}ina autora dovodi ih u vezu s parazitarnim invazijama
(S a k a n a r i i sur., 1984).

Bubreg

Broj novostvorenih tubula (Slika 9) u bubregu bio je najve}i na postaji
Oborovo, a najmanji na postaji Otok Samoborski. Razlika je bila statisti~ki
zna~ajna (F=16,30; p<0,05). Broj MMC–a za godinu 2005. najve}i je bio na
postaji Otok Samoborski, a najmanji na postaji Jarun. Razlika je bila statisti~ki

Slika 9. Bubreg klena, normalan izgled. H i E, 400 puta.
Fig 9: European chub, normal kidney. H and E, 400 X.

Slika 10. Bubreg klena, MMC i granulom. H i E, 400 puta.
Fig 10: European chug kidney, MMC and granuloma. H and E, 400 X.
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zna~ajna (F=7,24; p<0,05). Za godinu 2006. broj MMC–a (Slika 10) bio je
najve}i na postaji Jasenovac, a najmanji na postaji Oborovo. Razlika je bila
statisti~ki zna~ajna (F=6,60; p<0,05). Razlika izme|u dviju sezona uzorkova-
nja na pojedinim je postajama bila zna~ajna. Granulomatozne promjene (Slika
10) utvr|ene su na svim postajama. U~estalost je za 2005. godinu bila najve}a
na postaji Lukavec Posavski (80%), a najmanja na postaji Otok Samoborski
(27%). Razlika je bila zna~ajna (χ2=16,05; p<0,05). Za godinu 2006. u~estalost
je bila najve}a na postaji Jasenovac (67%), a najmanja na postaji Otok
Samoborski (20%). Razlika nije bila statisti~ki zna~ajna (χ2=7,51; p>0,05).
Razlika izme|u dviju sezona uzorkovanja na pojedinim je postajama bila
zna~ajna. Od histolo{kih pokazatelja u bubregu samo se broj novostvorenih
tubula mijenjao usporedo sa stupnjem one~i{}enja. To je sukladno podacima
iz literature (R e i m s c h u e s s e l  i  G o n z a l e s, 1998; K o p o n e n i sur.,
2001). Zanimljiv je rezultat dobiven za broj MMC–a u bubregu. Razlika izme|u
svih pet postaja bila je zna~ajna u objema sezonama uzorkovanja. Odnos
izme|u broja MMC–a i broja bakterija u vodi je bio gotovo potpuno negativan,
{to je suprotno podacima u literaturi (W o l k e, 1992). U~estalost granuloma u
bubregu nismo mogli dovesti u odnos sa stupnjem one~i{}enja vode. U
dostupnoj su literaturi malobrojni podaci o granulomima u bubregu. C o u i l -
l a r d  i  H o d s o n (1996) nisu na{li razliku u u~estalosti granuloma u
bubregu riba na postajama s razli~itim stupnjem one~i{}enja.

Jetra

Broj MMC–a (Slika 11) u jetrima najve}i je bio na postaji Oborovo, a najmanji
na postaji Otok Samoborski. Razlika nije bila statisti~ki zna~ajna (F=1,94;
p>0,05). Nakupljanje upalnih stanica (Slika 12) za godinu 2005. bilo je najja~e
izra‘eno na postaji Lukavec Posavski, a najslabije izra‘eno na postaji Jaseno-

Slika 11. Jetra klena, MMC — i. H i E, 400 puta.
Fig 11: European chub liver, MMC. H and E, 400 X.
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vac. Razlika nije bila statisti~ki zna~ajna (H=5,74; p>0,05). Za godinu 2006.
nakupljanje upalnih stanica bilo je najja~e izra‘eno na postaji Oborovo, a
najslabije na postajama Lukavec Posavski i Otok Samoborski. Razlika nije bila
statisti~ki zna~ajna (H=7,43; p>0,05). Razlika izme|u dviju sezona uzorkova-
nja na pojedinim je postajama bila statisti~ki zna~ajna. Granulomatozne
promjene (Slika 13) utvr|ene su na svim postajama. U~estalost je bila najve}a
na postaji Lukavec Posavski (53%), a najmanja na postaji Oborovo (18%).

Slika 12. Jetra klena, nakupljanje upalnih stanica, H i E, 400 puta.
Fig 12: European chub liver, accumulaton of inflammatory cells. H and E,
400 X.

Slika 13. Jetra klena, granulom. H i E, 400 puta.
Fig 13: European chub liver, granuloma. H and E, 400 X.
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Razlika je bila statisti~ki zna~ajna (χ2=12,31; p<0,05). Proliferacija ‘u~ nih
kanali}a (Slika 14) bila je najja~e izra‘ena na postaji Oborovo, a najslabije na
postaji Otok Samoborski. Razlika je bila statisti~ki zna~ajna (H=14,8; p<0,05).
Od histolo{kih pokazatelja u jetrima razlika u broju MMC–a i razli~iti
intenzitet proliferacije ‘u}nih kanali}a bili su u skladu sa stupnjem one~i{}enja
vode. MMC–i u jetrima zajedno s MMC–ima iz slezene ~esto su iskori{teni kao
pokazatelji one~i{}enja vode (W o l k e, 1992). T e h i sur. (1997) utvrdili su
proliferaciju ‘u}nih kanali}a samo u ribi iz one~i{}ene vode, dok je u ribi iz
vode koja nije bila one~i{}ena nisu utvrdili.

Odnos histolo{kih pokazatelja u organima klena i broja bakterija u vodi

Hiperplazija epitela sekundarnih lamela, ote}enje sekundarnih lamela i tele-
angiektazije u {krgama, broj vr~astih stanica u crijevu, broj MMC–a u slezeni,
broj novostvorenih tubula u bubregu, broj MMC–a i proliferacija ‘u~nih
kanali}a u jetrima imaju pozitivan odnos s brojem bakterija u vodi. Za ostale
pokazatelje nismo utvrdili pravilan odnos.

ZAKLJU^AK

Histolo{ke promjene u organima klena mogu poslu‘iti kao pokazatelj one~i{}e-
nja vode. Razlike histolo{kih pokazatelja izme|u dviju sezona uzorkovanja nisu
bile izra‘ene. U svim je organima utvr|en barem jedan histolo{ki pokazatelj
s visokom korelacijom u odnosu na stupanj one~i{}enosti vode. [krge su bile
organ s najbrojnijim histolo{kim pokazateljima koji su bili u skladu s brojem
heterotrofnih i koliformnih bakterija u vodi.

Slika 14. Jetra klena, proliferacija ‘u~nih kanali}a. H i E, 200 puta.
Fig 14: European chug liver, bile canaliculi proliferation. H and E, 200X.
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Summary
COMPARISON OF THE HISTOLOGICAL CHANGES IN
ORGANS OF CHUB (Leuciscus cephalus) WITH THE

NUMBER OF BACTERIA IN THE WATER OF SAVA RIVER

B. Kurtovi}1, D. Kapetanovi}1, @. Mata{in2

In this study we sampled 157 chubs on 5 sites from slovenian–croatian border
through to the inflow of river Una in Sava. Two sites were upstream while
the remaining were downstream from the city of Zagreb. Gills, intestine,
spleen, kidney and liver were sampled from all fish. Histological slides were
stained with haematoxylin and eosin and examined under the light micro-
scope. At the same time, water was sampled for the counting of coliforms and
heterotrophic bacteria.

According to the results of this study we can conclude that fish histology
is a valuable indicator of water pollution. The intensity of histological
parameters was in correlation with the number of bacteria in water. Further-
more, fish histology proved to be more reliable method than water microbiol-
ogy as differencies between two sampling seasons were not signifficant for
histological indices while being signifficant for bacteria counts. At least one
histological parameter highly correlated with water quality was found in every
organ. Of the organs examined, response in the gills correlated best with
changes in water quality.

Key words: histology, chub, coliforms, heterotrophic bacteria, water
quality
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