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1. UVOD 

 

 Dolazak novih, nezavičajnih parazita u do tada neinvadirane populacije može dovesti 

do ozbiljnih zdravstvenih problema. Upravo takav primjer nalazimo u unosu velikog američkog 

metilja (Fascioloides magna) u Europu. Ovaj metilj se danas smatra invazivnom vrstom u 

Europi, a pored toga ima i veliki potencijal invadiranja različitih nositelja, kao i širenja u nova 

geografska područja. Pored svega toga, invazije, posebice u fazi migracije mladih metilja po 

jetri nositelja, mogu uzrokovati i teška oštećenja tkiva, slabljenje životinje, a u nekih vrsta i 

uginuće. Praćenje promjena u odnosu parazit - nositelj mogu nam ukazivati na moguće 

prilagodbe, primarno nositelja, ali i upućivati na mogućnosti kontrole bolesti na određenom 

području. Pored toga, utvrđene promjene na molekularnom nivou mogu nam ukazivati na 

buduće trendove, a isto tako nam ukazati i na povezanost pojedinih geografskih područja i 

divljači koja na njima obitava. Prva istraživanja cox-1 i nad-1 gena metilja Fascioloides magna 

provedena su s ciljem utvrđivanja podrijetla metilja kao i za razumijevanje smjera kolonizacije 

staništa u Europi. Iako su do sada već provedena istraživanja ovih gena u Hrvatskoj, ona su 

provedena na uzorcima metilja prikupljenima na jednom lokalitetu, smještenom neposredno uz 

rijeku Dunav. Istodobno, metilji podrijetlom iz Srbije do sada nisu analizirani. Iz navedenoga 

razloga u ovome istraživanju analizirani su uzorci s većeg dijela današnjeg područja 

rasprostiranja metilja F. magna u Hrvatskoj, kao i uzorci metilja iz područja Vojvodine u Srbiji. 

U sklopu međunarodne suradnje prikupljeni su i uzorci iz SAD-a, područja uz New York 

(Ontario) za usporedbu.       
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2. PREGLED REZULTATA DOSADAŠNJIH ISTRAŽIVANJA 

 

2.1. JELEN OBIČNI (Cervus elaphus) 

 

 Jelen obični naša je zavičajna divljač koju ubrajamo u koljeno svitkovca (Chordata), 

potkoljeno kralježnjaka (Vertebrata), razred sisavaca (Mammalia), podrazred plodvaša 

(Placentalia), red parnoprstaša (Artiodactyla), podred preživača (Ruminantia), porodicu jelena 

(Cervidae), potporodicu pravih jelena (Cervinae), rod jelena (Cervus) te vrstu jelen obični 

(Cervus elaphus) (JANICKI i sur., 2007.).  

 U Hrvatskoj jelen obični je najviše rasprostranjen u nizinskom staništu u šumama uzduž 

rijeke Dunava, Drave i Save, zatim u gorskim predjelima Gorskog kotara, Velike i Male Kapele, 

nešto manje na Velebitu i Ličkoj Plješevici, te u mediteranskom staništu u dijelu Hrvatskog 

primorja i u Istri (TROHAR, 2004.). Prema Zakonu o lovstvu ubraja se u krupnu divljač 

zaštićenu lovostajem (ANONIMUS, 2018a.).  

 Mužjak jelena običnog naziva se jelen, ženka košuta, a mlado oba spola od teljenja do 

kraja ožujka druge kalendarske godine tele ili jelenče. Kasnije se mladi mužjaci do čišćenja 

prvih rogova nazivaju jelenčići, a ženke do prvog teljenja košutice (JANICKI i sur, 2007.). 

Jeleni su životinje s razvijenima društvenim nagonom te žive u krdima. Pri tome razlikujemo 

dva tipa krda, prvo čine košuta s teladi i jedno do dvogodišnjim jelenima te njih vode košute. 

Drugi tip čine jeleni ostalih dobi, a vode ih mladi jeleni. Stari jeleni žive samostalno, izvan krda 

(DARABUŠ i JAKELIĆ, 2002.). 

 Tjelesna masa mužjaka iznosi 125 do 250, iznimno 300 kg, a ženke od 70 do 150 kg. 

Tijekom proljeća i u jesen dlaka je rđasto - crvene boje, osim po trbuhu gdje je bjelkasta, a zimi 

bude gušća, dulja i tamno smeđa do smeđe-siva. Jedino mužjaci imaju vrat obrastao grivom i 

nose rogovlje. Ciklus rasta rogovlja sastoji se od 4 faze: rasta, okoštavanja, skidanja čupe te 

odbacivanja roga. Rogovlje otpada svake godine, a nakon odbacivanja odmah počne rasti novo. 

Osjetila sluha, njuha, vida i okusa su dobro razvijena. Oba spola imaju na vanjskoj strani 

skočnog zgloba mirisnu žlijezdu, a kod mužjaka se ona još nalazi i na korijenu repa, dok je kod 

ženke na čelu (DARABUŠ i JAKELIĆ, 2002.; JANICKI i sur., 2007.).  

 Jelen obični ubraja se u preživače i hrani se uglavnom zelenim biljem s naglaskom na 

pašnoj ishrani, ali jede i tanje grančice, pupove, izbojke te plodove raznog voća i  šumskog 

drveća. Hrani se u više navrata, obično kasno navečer, po noći, tijekom ranog jutra i popodne. 
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Zubalo sadrži 34 zuba, a ono se u potpunosti izgradi tek u trećoj godini života (CAR, 1967.; 

DARABUŠ i JAKELIĆ, 2002.). Parenje jelena naziva se rika, ono počinje krajem kolovoza ili 

početkom rujna i traje od 5 do 6 tjedana. Mjesta parenja nazivaju se rikališta i obično su to 

čistine unutar šume ili neke gorske livade. Košute nose mlado od 230 do 240 dana, a telad siše 

od 3 do 4 mjeseca i osamostali se s 9 do 12 mjeseci života. Životni vijek im je od 15 do 20 

godina (DARABUŠ i JAKELIĆ, 2002.; JANICKI i sur., 2007.). 

 

 

 

 

Slika 1. Jelen obični (Cervus elaphus) (izvor: 

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cervus_elaphus_-_Salbur%C3%BAa.jpg) 

 

 

 

 

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cervus_elaphus_-_Salbur%C3%BAa.jpg
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2.2. VELIKI AMERIČKI METILJ (Fascioloides magna) 

 

2.2.1. Morfološke značajke 

 

 Veliki američki metilj (sin. veliki jetreni metilj ili jelenski metilj) (Fascioloides magna) 

jetreni je parazit mnogih divljih i domaćih preživača (KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur., 

2016.; MA i sur., 2016.). Duljina odraslog metilja doseže od 4 do 10 cm, širina od 2 do 3,5 cm, 

a debljina se kreće od 2 do 4,5 mm te se ubraja u najveće svjetske metilje (ERHARDOVÁ, 

1961.) Dorzoventralno je spljošten, ovalan ili oblika lista te nesegmentiran i bilateralno 

simetričan (ERHARDOVÁ-KOTRLÁ, 1971.).  

 Na površini tijela nalazi se kutikula sa sitnim bodljama koje nedostaju na prednjem 

dijelu tijela (ŠPAKULOVÁ i sur., 2003.). Prednji dio tijela je blago zašiljen s tupim 

završetkom, a stražnji je zaobljen. Ima dvije siske, usnu koja se nalazi na prednjem dijelu i služi 

za hranjenje te trbušnu koja je na stražnjem ventralnom dijelu tijela i služi za prihvaćanje 

(ERHARDOVÁ-KOTRLÁ, 1971.).  

 Mladi metilji su crvene boje koja je odraz sadržaja crijeva, dok su odrasli sivkasti zbog 

prosijavanja spolnih organa koji su ispunjeni jajašcima žute boje (ANONIMUS, 2018b). Imaju 

razvijen zatvoreni probavni sustav sastavljen od usnog otvora, ždrijela, jednjaka te slijepog 

crijeva (ERHARDOVÁ-KOTRLÁ, 1971.). Odrasli metilji sadrže i muške i ženske spolne 

organe, drugim riječima ovi metilji su hermafroditi i imaju zajednički otvor za oba spolna 

sustava. Muški spolni sustav sastoji se od dva razgranata testisa, sjemenovoda i kopulacijskog 

organa. Ženski spolni sustav sastavljen je od jajnika, jajovoda, proširenja u kojem se pohranjuju 

spermiji, ootipa te uterusa. Izmjena genskog materijala obično se odvija između dvije jedinke, 

no moguća je i samooplodnja (CHEN i MOTT, 1990.; JONES, 2005.; FLORIJANČIĆ, 2006.). 

Jajašca su fascioloidnog tipa, zlatnosmeđa i ovalna te imaju operkulum koji ih razlikuje od 

jajašca metilja Fasciola hepatica.(ANONIMUS, 2018b).  
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Slika 2. Fascioloides magna (foto E. Posavec) 
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2.2.2. Razvojni ciklus 

 

 Veliki američki metilj ima složeni razvojni ciklus podijeljen u četiri faze. Odrasli metilj 

smješten je u pseudocisti unutar jetre tipičnog nositelja i dnevno izlučuje i do 4000 jajašca 

(SWALES, 1935.). Jajašca putem žučnih kanalića dolaze u tanko crijevo i izmetom budu 

izbačena u okolinu (ERHARDOVÁ-KOTRLÁ, 1971.).  

 U prvoj fazi ciklusa, koja se odvija u vodenoj sredini, dolazi do embrioniranja jajašca. 

Završetkom embrioniranja, koje traje oko 35 dana, nastaje stadij ličinke ili miracidij (SWALES, 

1935.; ERHARDOVÁ-KOTRLÁ, 1971.). Duljina ove faze ovisi o vlazi i temperaturi, pa tako 

što su temperature niže embrioniranje će biti dulje (PYBUS, 2001.). Po izlasku iz jajašca, 

trepetljikava i jako pokretna ličinka zvana miracidij aktivno traži posrednika, kojega pretežito 

nalazi u pužu barnjaku (Lymnaea truncatula), ali u novije vrijeme su potvrđeni i drugi 

posrednici poput primjerice puža Radix peregra (FALTYNKOVÁ i sur., 2006.). Ako 

miracidiji, tijekom maksimalno dva dana, ne nađu posrednika gube energiju i ugibaju 

(ERHARDOVÁ, 1961.; PYBUS, 2001.).  

 Druga faza odvija se unutar posrednika te nastaje novi razvojni stadij koji se naziva 

sporocista te se one nalaze posvuda u tijelu puža. Nakon toga se iz svake sporociste razvija 

jedna majka redija, a iz svake majke redije nastaje četiri do šest redija kćeri. Konačno,  iz svake 

redije kćeri nastaje najčešće oko šest cerkarija (ERHARDOVÁ, 1961.; ERHARDOVÁ-

KOTRLÁ, 1971.). Cerkarije putuju u spolne ograne i hepatopankreas gdje završavaju razvoj i 

nakon toga napuštaju posrednika.  

 Dolaskom u vanjsku sredinu započinje treći stadij razvoja. Cerkarije, kao slobodno 

živući larvarni stadij, nakon napuštanja puža plivaju do vodenog bilja te se začahure i nastane 

stadij metacerkarija. Metacerkarije predstavljavaju invazivni stadij za nositelje kod kojih 

uzrokuju bolest koja se naziva fascioloidoza. One ostanu invazivne na vodenom bilju do dva i 

pol mjeseca i čekaju da ih pojedu preživači (ERHARDOVÁ-KOTRLÁ, 1971.; SCHWARTZ i 

sur. 1993.).  

 Zadnji stadij razvoja odvija se u konačnom nositelju nakon što metacerkarije uđu u 

probavni sustav hranom. Ličinke se tada aktiviraju, probuše stijenku crijeva, putuju preko 

peritonealne šupljine do jetre. Buše Glisonovu čahuru ulaze u tkivo jetre gdje polako rastu i 

razvijaju se u odrasle jedinke (PYBUS, 2001.). 
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Slika 3. Razvojni ciklus metilja Fascioloides magna (izvor: KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ 

i sur. (2016)). 
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2.2.3. Klinička slika i patološke promjene 

 

 Klinička slika i patološke promjene uzrokovane fascioloidozom ovise o tipu nositelja, 

kojih u Europi razlikujemo tri - tipični, aberantni i nositelj tipa slijepa ulica. Kod tipičnih 

nositelja, kao što su jelen obični (Cervus elaphus) i jelen lopatar (Dama dama), uglavnom nema 

značajnijih kliničkih znakova invazije, iako je jelen lopatar nešto osjetljiviji (SWALES, 1935. 

GRIFFITHS, 1962; FOREYT i TODD, 1976.). Uglavnom se javlja slabiji apetit, bezvoljnost, 

anemija, depresija i posljedično gubitak tjelesne mase, a ponekad može doći i do uginuća 

(FOREYT, 1992.; 1996.; BALBO i sur., 1987.). Od patoloških promjena dolazi do zadebljanja 

rubova jetre, fibroznih priraslica po serozi te je cijela jetra povećana zbog fibroznih 

inkapsuliranih pseudocista ispunjenih zrelim metiljima. Pseudociste različitih veličina 

ispunjene su smeđom mukoznom tekućinom, a po površinu jetre su naslage fibrina te difuzno 

raspoređen tamni pigment (PYBUS, 2001.; KARAMON i sur., 2015.). Taj pigment je zapravo 

željezo porfirin koji potječe iz crijeva metilja kao nusprodukt razgradnje krvi te je 

karakterističan samo za metilje vrste Fascioloides magna (CAMPBELL, 1960.; BLAŽEK I 

GLIKA, 1970.; CHROUST, 1987.). Do stvaranja pseudocista dolazi kao odgovor nositelja na 

metilja koji je završio migraciju. Rastom pseudocisti, odnosno nakupljanjem sve više tamno 

zelene tekućine, zbog pritiska povećane pseudociste dolazi do atrofije okolnog jetrenog tkiva 

(SWALES, 1935.; PYBUS, 2001.). Komunikacija između pseudocista i vanjskog okoliša ide 

tako da jajašca metilja zajedno s raspadnim produktima metabolizma izlaze iz pseudociste i 

ulaze u žučovod, iz njega dalje u cijevo te konačno izmetom u okoliš (CONBOY i 

STROMBERG, 1991.).  

 U slučaju aberantnih nositelja, u koje se na našem području ubraja muflon (Ovis 

musimon) i srna obična (Capreolus capreolus) te potencijalno divokoza (Rupicapra rupicapra), 

najčešće izostaje stvaranje pseudocista te mladi metilj migracijom po jetri uzrokuje snažna 

oštećenja i uginuće nositelja (KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur., 2016.). U novijim 

istraživanjima utvrđena je mogućnost preživljenja invazije kod srneće divljači, što ukazuje na 

potencijalne promjene u odnosu nositelj-parazit i međusobne prilagodbe (KONJEVIĆ i sur., 

2021.). 

 Kod nositelja tipa slijepa ulica, to jest divljih (Sus scrofa) i domaćih svinja, goveda i 

konja, nastaje debela fibrozna stijenka pseudociste te je zbog toga metilj u njoj u potpunosti 

izoliran (PYBUS, 2001.). Od morfoloških znakova invazije dolazi do tamne pigmentacije u 

različitim organima (ŠPAKULOVÁ i sur., 2003.). Klinički znakovi u pravilu izostaju jer dolazi 
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do uginuća metilja unutar debele pseudociste te nema izlučivanja jajašaca u okoliš. U 

nositeljima tipa slijepa ulica i aberantnim nositeljima ciklus razvoja završava te nije dokazano 

izlučivanje jajašca u okolinu (BUJANIĆ, 2019.). 

 

 

 

Slika 4. Invadirana jetra jelena običnog (foto: D. Konjević, Sveučilište u Zagrebu, 

Veterinarski fakultet) 
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2.2.4. Dolazak i širenje u Europi 

 

 Veliki američki metilj izvorno potječe iz Sjeverne Amerike. Postoji pet enzootskih 

regija u SAD-u i južnoj Kanadi u kojima se pojavljuje. Tu spadaju sjeverna obala Pacifika, 

udolina na masivu Rocky Mountain, područje Velikih Jezera, sjeverni Quebec i Labrador te 

obala Gulif, donji tok rijeke Mississippi i južna obala Atlantika. Na širenje ovim područjima 

utjecala je prirodna migracija jelena te njihovo premještanje iz invadiranih u neinvadirana 

područja pod utjecajem čovjeka. Glavnu ulogu u održavanju fascioloidoze u prirodnom okolišu 

i njenom širenju po SAD-u i Kanadi imaju konačni nositelji ovog metilja. U njih se ubrajaju 

bjelorepi jelen (Odocoileus virginianus), wapiti jelen (Cervus canadensis) i karibu (Rangifer 

tarandus) (PYBUS, 2001.). 

 Unos velikog američkog metilja u Europu dogodio se krajem 19. stoljeća kao posljedica 

nekontroliranog unosa sjevernoameričkih vrsta jelena iz Amerike u europske parkove, zoološke 

vrtove i rezervate (SLUSARSKI, 1955.; BOJOVIĆ i HALLS, 1984.). Unesen je više puta te su 

stvorena tri europska žarišta invazije. Prvo žarište je nastalo na području Kraljevskog parka La 

Mandria u sjevernoj Italiji, drugo na dijelu Republike Češke i jugozapadne Poljske te posljednje 

žarište obuhvaća područje toka rijeke Dunav (KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur., 2016.). U 

Italiju je metilj Fascioloides magna unesen 1865. godine (BASSI, 1875.) te je tim unosom to 

područje postalo prvo stabilno žarište fasioloidoze u Europi (KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i 

sur., 2016.). Godine 1910. fascioloidoza je utvrđena u Češkoj te je ona postala drugo žarište 

Europe (ULLRICH, 1930.). Zatim je utvrđena i uz sjevernu češko-poljsku granicu te je genetski 

utvrđena povezanost između metilja na području Češke i metilja na području Poljske (KAŠNY 

i sur., 2012., KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur., 2015.). Drugim riječima ova istraživanja su 

pokazala povezanost ova dva područja i put širenja fascioloidoze. Prvi slučaj u području rijeke 

Dunav zabilježen je u Austriji 1982. godine (PFEIFFER, 1983.), a tek početkom 21. stoljeća se 

fascioloidoza intenzivnije počela širiti tim područjem te je zabilježena Slovačkoj (RAJSKÝ i 

sur., 1994.), Mađarskoj (MAJOROS i SZTOJKOV, 1994.) te Hrvatskoj i Srbiji, a sporadični 

slučajevi zabilježeni su i u Njemačkoj (SALAMON, 1932.). 

 U Hrvatskoj je veliki američki metilj prvi put utvrđen u jelena običnog iz područja 

Šeprešhat u istočnoj Baranji 2000. godine nakon sanitarnog odstrjela zbog lošeg gojnog stanja 

(MARINCULIĆ i sur., 2002.). Nakon potvrde fascioloidoze u Hrvatskoj krenuo je stalni nadzor 

te je započeto liječenje jelenske divljači u Baranji, koje je nažalost u velikoj većini ostalo 

ograničeno na jelenske populacije kojima gospodare Hrvatske šume d.o.o. (JANICKI i sur., 
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2005.). Kasnije je utvrđeno širenje fascioloidoze od istočne prema središnjoj Hrvatskoj 

(BUJANIĆ, 2019). KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur. (2011.) te BAZSALOVICSOVÁ i sur. 

(2013.) su analizirali cox-1 i nad-1 gene metilja iz Baranje te su potvrdili povezanost metilja 

izdvojenih na području Hrvatske s onima iz Dunavskog žarišta. Prvi opis metilja F. magna u 

Srbiji objavili su MARINKOVIĆ i NEŠIĆ (2008.), no do danas nema objavljenih podataka o 

genetskoj strukturi metilja iz Srbije. 

 

 

 

 Slika 5. Europska žarišta invazije metiljem F. magna: crveno - talijansko žarište, plavo - 

češko žarište i širenje prema Poljskoj, žuto - žarište dunavskog sliva 
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2.3.  COX-1 GEN 

 

 Mitohondriji su stanične organele koje imaju vlastiti genski materijal nazvan 

mitohondrijski genom i mogu se umnažati neovisno o jezgrinom genomu (CRIMI i RIGOLIO, 

2008.). Mitohondrijski genom formiran je u mitohondrijsku DNK (mtDNK) koja je kružnog 

oblika, dvolančana te se nasljeđuje isključivo od majke (BIRKY, 2001.). Mitohondrijski 

markeri pokazali su se veoma korisnima u otkrivanju genske strukture populacije mnogih 

parazita (NADLER i sur., 1995.). Sljedovi mtDNK životinja razvijaju se brže od nuklearnih 

gena i zbog te karakteristike prikladniji su za otkrivanje međusobnih odnosa među blisko 

povezanim organizmima (BOORE, 1999.). Zbog stalnih mutacija, odsutnosti rekombinacije i 

hibridizacije te gotovo konstantnog sadržaja gena i varijacija u genskim kodovima mtDNK je 

iznimno pogodna za istraživanje populacijske genetike (HU i sur., 2004.). Cjelokupni 

mitohondrijski genom metilja Fascioloides magna sastoji se od 37 gena, a najviše proučeni 

geni su citokrom c oksidaza (cox-1) te nikotiamid dehidrogenaza (nad-1) (BOORE, 1999.; 

KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur., 2016.; MA i sur., 2016.).  

 Još 2008. godine su Králová-Hromadová i sur. (2008.) na cjelovitim sekvencama cox-1 

i nad-1 otkrili točno određene mutacije što je omogućilo korištenje kraćih varijabilnih regija 

odnosno cox-1, 384 bp te nad-1, 405 bp. Te regije pokazale su visoku razinu divergencije i 

korišteni su kao markeri u daljnjim populacijskim istraživanjima metilja F. magna. Korišteni 

su za otkrivanje podrijetla europskih populacija velikog američkog metilja, tijeka kolonizacije 

i migracijskih puteva. Proučavao se genetski materijal iz svih europskih žarišta te su se 

uspređivali s uzorcima iz Sjeverne Amerike. Rezultati su pokazali da talijansko žarište ima 

zasebnu filogenetsku lozu, dok žarišta u Češkoj i Dunavskom slivu imaju zajedničku lozu. Što 

bi značilo da metilji iz Italije nemaju genetske veze s ostalim metiljima u europskim žarištima 

te da je F. magna najmanje dva puta unesen u Europu (KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur., 

2011.). 
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Slika 6. Mitohondrijski genom metilja Fascioloides magna (izvor: MA i sur., (2016.)). 
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3. MATERIJALI I METODE 

 

 Istraživanje je provedeno na 147 uzoraka velikog američkog metilja prikupljenih u 

Hrvatskoj, Srbiji i Sjedinjenim Američkim Državama (SAD) (Tablica 1.) u sklopu provedbe 

projekta Hrvatske zaklade za znanost IP 8963 „Interakcija nositelj-parazit: odnos tri različita 

tipa nositelja prema invaziji metiljem Fascioloides magna”. Uzorci su potjecali od životinja 

odstrijeljenih tijekom redovitih lovnih zahvata. Uzorci parazita iz inozemstva su dopremljeni 

na Veterinarski fakultet Sveučilišta u Zagrebu u sklopu suradnje s Naučnim Institutom za 

veterinarstvo u Novom Sadu te osobnih kontakata s znanstvenicima u SAD-u. Uzorci metilja 

iz Srbije potječu iz lovišta kojima gospodari Javno preduzeće ''Vojvodinašume'', dok su uzorci 

iz SAD-a podrijetlom iz područja uz grad New York (Ontario). Jetre prikupljene u Hrvatskoj  

pregledane su na način da su se radili podužni rezovi po jetrima debljine oko dva cm te se svaki 

isječak obostrano pregledao. Tom prilikom prikupljeni su prisutni metilji. Prikupljeni uzorci 

parazita pohranjeni su na – 20 °C do izolacije. 

 Za izolaciju DNK je korišten komercijalni kit Wizard® (Genomic DNA Purification 

Kit, Promega) prema protokolu proizvođača. 

 Za umnažanje odsječaka DNK korištene su početnice FM-cox1–F (5′ 

GGTCATGGGGTTATAATGA 3′) i FM-cox1-R (5′ ACAGCATAGTAATAGCCGC 3′) 

(KRALOVÁ-HROMADOVÁ i sur., 2008.), a za pripremu PCR smjese korišten je GoTaq® 

Hot Start Colorless Master Mix (Promega). PCR reakcija provedena u smjesi količine 25 μL 

koja je sadržavala 5 μl DNK,  2 μl otopine početnica, 12,5 μl GoTaq® Hot Start Colorless 

Master Mix, Promega i 5,5 μl H₂O. Reakcija se provodila koristeći uređaj Veriti 96 Well 

Thermal Cycler (Applied Biosystems) koristeći sljedeći protokol: početna denaturacija 95°C 

tijekom 2 min,  zatim 35 ciklusa od 1 min na 94°C, 1 min za vezivanje početnica i 1 min na 

72°C, završno produljivanje lanca odvijalo se 5 minuta na 72°C. 

 Prisutnost PCR proizvoda provjerena je elektroforezom na 1,5%-tnom agaroznom gelu, 

a PCR proizvodi su sekvencirani u servisu Macrogen Europe u Amsterdamu, Nizozemska. 

Rezultati sekvencioniranja su pregledani i uređeni programom CLC Sequence Viewer 8.0, te je 

zatim korišten alat Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) u potrazi za identičnim 

slijedovima pohranjenim u GenBanku, odnosno NCBI - National Center for Biotechnology 

Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tablica 1. Prikupljeni uzorci jelena običnog (Cervus elaphus) 

DRŽAVA ŽUPANIJA/REGIJA BROJ PRIKUPLJENIH 

UZORAKA 

SRBIJA Vojvodina 59 

SAD Područje uz jezero Ontario 10 

HRVATSKA Bjelovarsko – bilogorska 1 

 Požeško – slavonska 27 

 Sisačko – moslavačka 19 

 Virovitičko – podravska 2 

 Vukovarsko – srijemska 26 

 Zagrebačka županija 3 

UKUPNO  147 
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Slika 7. Broj prikupljenih uzoraka jelena običnog na području Hrvatske, po 

županijama 
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4. REZULTATI 

 

 Analiza je provedena na 123 sekvence cox-1 gena jelena običnog (24 sekvence su 

isključene iz analiza zbog loše kvalitete) iz Hrvatske (58), Srbije (55) i SAD-a (10).  Analizirani 

slijed dužine 355 parova baza se poklapa s lokusima 7 086 – 7 440 kompletne sekvence 

mitohondrijske DNA Fascioloides magna (GenBank KU060148). Na slijedu je identificirano 

18 polimorfnih mjesta koja su rezultirala s 12 haplotipova (Tablice 2 i 3).   

 

 

Tablica 2. Pripadnost pojedinog uzorka određenom haplotipu. 

Haplotip Uzorci 

H1 CE-PS-1A CE-PS-1B CE-PS-1C CE-PS-2B CE-PS-2E CE-PS-3A CE-PS-3B CE-

PS-3C CE-PS-3D CE-PS-3F CE-PS-3G CE-PS-3I CE-PS-4A CE-PS-4B CE-PS-5A 

CE-PS-5B CE-PS-5C CE-PS-5D CE-PS-6A CE-PS-6B CE-PS-6C CE-S-1 CE-S-10 

CE-S-11 CE-S-12B CE-S-13 CE-S-14 CE-S-15 CE-S-16 CE-S-17 CE-S-18 CE-S-

18B CE-S-2 CE-S-20A CE-S-20B CE-S-22 CE-S-22B CE-S-24B CE-S-25 CE-S-

26 CE-S-27 CE-S-29B CE-S-29B CE-S-3 CE-S-30A CE-S-30B CE-S-31A CE-S-

31B CE-S-32A CE-S-32B CE-S-33A CE-S-33B CE-S-34A CE-S-34B CE-S-35A 

CE-S-36B CE-S-4 CE-S-6 CE-S-7 CE-S-8 CE-S-9 CE-SM-1A CE-SM-1B CE-SM-

1C CE-SM-1D CE-SM-1E CE-SM-1F CE-SM-2 CE-SM-3 CE-SM-4B CE-SM-4C 

CE-SM-4D CE-SM-4E CE-SM-5A CE-SM-5B CE-SM-5C CE-SM-6 CE-SM-7A 

CE-SM-7B CE-VP-1A CE-VP-1B CE-VS-1A CE-VS-1C CE-VS-1D CE-VS-1E 

CE-VS-1F CE-VS-1H CE-VS-2 CE-VS-3B CE-VS-3C CE-Z-1A CE-Z-1B CE-Z-

1C 

H2 CE-PS-2C CE-S-5 

H3 CE-PS-2D CE-S-12A CE-S-19 CE-S-21 CE-S-22C CE-S-23A CE-S-28 CE-S-28A 

CE-S-29 CE-S-29A CE-S-29A CE-S-29C CE-S-29D CE-S-35B CE-S-36A 

H4 CE-PS-3E 

H5 CE-U-1A 

H6 CE-U-1B CE-U-1E CE-U-2B 

H7 CE-U-1C CE-U-3B 

H8 CE-U-1D CE-U-4 
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H9 CE-U-2A 

H10 CE-U-3A 

H11 CE-VS-1B 

H12 CE-VS-3A 

 

 

 

 

 Tablica 3. Haplotipovi utvrđeni u slijedovima cox-1 gena jelena običnog iz Hrvatske, 

Srbije i  SAD-a 

Haplotip Br. 

uzoraka 

Učestalost 

haplotipa 

Lokacije Podudaranja sa sekvencama iz 

GenBanka 

H1 93 0,76 Hrvatska, Srbija EF534996 KU060148 GU599864 

KY793001 KX279954 KP635008 

H2 2 0,02 Hrvatska, Srbija  

H3 15 0,12 Hrvatska, Srbija GU599868 

H4 1 0,008 Hrvatska  

H5 1 0,008 SAD GU599875 MT158313 

H6 3 0,02 SAD  

H7 2 0,02 SAD  

H8 2 0,02 SAD  

H9 1 0,008 SAD  

H10 1 0,008 SAD  

H11 1 0,008 Hrvatska  

H12 1 0,008 Hrvatska  
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Najučestaliji haplotip – H1 utvrđen je u ukupno 93 uzorka, iz Hrvatske (Požeško – 

slavonska, Sisačko – moslavačka, Virovitičko – podravska, Vukovarsko – srijemska i 

Zagrebačka županija) te Srbije. Također haplotipovi H2 i H3 zajednički su uzorcima iz 

Hrvatske i Srbije. Haplotipovi utvrđeni u uzorcima iz SAD-a (H5, H6, H7, H8, H9 i H10) nisu 

utvrđeni u Hrvatskoj i Srbiji. Haplotipovi 11 i 12 utvrđeni su svaki u po jednom uzorku iz 

Vukovarsko – srijemske županije, dok je haplotip H4 utvrđen u jednom uzorku iz Požeško – 

slavonske županije. 

 Sljedovi dobiveni u ovom istraživanju uspoređeni su sa sljedovima cox-1 gena F. magna 

pohranjenim u bazi GenBank i utvrđena su poklapanja. Haplotip H1, najučestaliji u ovom 

istraživanju, prethodno je utvrđen u nekoliko istraživanja (KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur., 

2008.; RADVANSKY i sur., 2011.; KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur., 2015.; JUHASOVÁ i 

sur., 2016.; MA i sur. 2016.; BAZSALOVICSOVÁ i sur., 2017.) te je označen kao CO1-Ha3. 

Drugi najučestaliji haplotip H3 poklapa se sa slijedovim F. magna iz Češke (GU599868, 

RADVANSKY i sur., 2011.) (u literaturi označen kao haplotip CO1-Ha4), dok se haplotip H5, 

uzorka iz SAD-a, poklapa sa sekvencama iz istraživanja KRALOVÁ-HROMADOVÁ i sur. 

(2011.) te PARKER i DAVID (2021.). 
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5. RASPRAVA 

 

 

 Analizom citokrom c oksidaze (cox-1) te nikotinamid dehidrogenaze (nad-1) uzoraka 

velikog američkog metilja iz Europe i SAD-a utvrđene su dvije filogenetske linije što potvrđuje 

da je parazit uvezen u Europu u više navrata. Najprije u Italiju, a zatim odvojeno u Češku, koja 

zajedno s ostalim zemljama Dunavskog sliva (Austrija, Mađarska, Slovačka, Hrvatska) čini 

jedinstveni genski bazen velikog američkog metilja (KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur., 

2011.). Širenje iz Italije u druge dijelove Europe je isključeno te je istraživanje mikrosatelitskih 

lokusa potvrdilo da se veliki američki metilj iz Češke proširio u Slovačku, te zatim u Mađarsku, 

a iz Mađarske u Hrvatsku (JUHASOVÁ i sur., 2016.).  

 Prethodna istraživanja genske strukture velikog američkog metilja iz Hrvatske 

identificirala su dva haplotipa cox-1 gena (Ha3 i Ha4) te je potvrđena pripadnost dunavskom 

žarištu invazije (KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur., 2011.; BAZSALOVICSOVÁ i sur., 

2013.). U oba istraživanja su korišteni uzorci podrijetlom s iste lokacije (Tikveš), no 

primijenjene su različite metode analize. Dok su KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur. (2011.) 

sekvencirali PCR proizvode 29 uzoraka, BAZSALOVICSOVÁ i sur. (2013.) koristili su 

metodologiju „high-resolution melting“ (HRM) (RADVANSKY i sur., 2011.) na 200 uzoraka 

metilja podrijetlom od 19 jelena. Ovo istraživanje obuhvatilo je uzorke s puno većeg 

geografskog područja u Hrvatskoj što je rezultiralo opisom četiri nova haplotipa u Hrvatskoj 

koji do sada nisu bili zabilježeni u literaturi. Veliki broj novo-otkrivenih haplotipova vjerojatno 

je posljedica činjenice da su u ovom istraživanju korišteni uzorci iz šest različitih županija 

Hrvatske, dok su KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur. (2011.) te BAZSALOVICSOVÁ i sur. 

(2013.) koristili uzorke iz istog lovišta koje graniči s Dunavom.  

 Osim prvog istraživanja genske raznolikosti i puteva unosa velikog američkog metilja 

iz Sjeverne Amerike u Europu koje je uključivalo uzorke iz nekoliko europskih država 

(KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur., 2011.), te navedenog istraživanja cox-1 gena uzoraka iz 

Hrvatske (BAZSALOVICSOVÁ i sur., 2013.), do sada su istraženi mitohondrijski geni velikog 

američkog metilja iz Poljske (KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur., 2015.), Njemačke 

(BAZSALOVICSOVÁ i sur., 2017.) te Austrije (HUSCH i sur., 2017.). Stoga ovo istraživanje 

uzoraka iz Srbije predstavlja prve podatke o genskoj strukturi velikog američkog metilja iz ove 

zemlje. U Srbiji je potvrđena prisutnost najučestalijeg europskog haplotipa CO1 – Ha3, no 

također i do sada neidentificiranog haplotipa zajedničkog Hrvatskoj i Srbiji. 
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 KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur. (2011.) su otkrili da je metilj u Italiju unesen sa 

sjeverozapada Sjeverne Amerike (Alberta u Kanadi i Oregon u SAD-u), dok je podrijetlo 

parazita unesenih u Češku vezano uz jugoistočna obalu SAD-a. U ovo istraživanje je uključeno  

i 10 uzoraka iz SAD-a, među kojima je utvrđeno šest haplotipova, od kojih je samo jedan 

prethodno opisan u istraživanju KRÁLOVÁ-HROMADOVÁ i sur. (2011.) te PARKER i 

DAVID (2021.). 

 S obzirom da je veliki američki metilj nezavičajni parazit s velikim potencijalom za 

širenje na nova područja i nanošenje značajnih šteta lovnom gospodarenju te općenito 

upravljanju divljim životinjama i potencijalno bioraznolikosti, sva saznanja o evoluciji i 

načinima širenja ovoga parazita značajan su doprinos za planiranje metodologije suzbijanja i 

prevencije invazije, kao i za razumijevanje odnosa nositelj – parazit. Ovo istraživanje značajno 

je doprinijelo poznavanju genske strukture velikog američkog metilj unesenog u Hrvatsku i 

Srbiju, no za dobivanje cjelokupne slike istraživanje svakako treba proširiti na druge markere 

poput mitohondrijskog nad-1 gena i mikrostatelitskih lokusa. Također, zanimljivo bi bilo 

usporediti gensku strukturu metilja prikupljenih iz različitih vrsta domaćina, budući da su 

dosadašnja istraživanja bazirana na uzorcima iz jelena običnog. 
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6. ZAKLJUČCI 

 

1. Istraživanjem su utvrđena četiri nova haplotipa cox-1 gena velikog američkog metilja u 

Hrvatskoj, te je potvrđena prisutnost dva prethodno poznata haplotipa dunavskog 

žarišta. 

2. Dobiveni su prvi podatci o genskoj strukturi velikog američkog metilja u Srbiji. 

3. Nisu utvrđena poklapanja među sljedovima cox-1 gena analiziranih uzoraka iz područja 

Ontario u SAD-u s onima iz Srbije i Hrvatske. 

4. Opisano je pet novih haplotipova iz SAD-a, koji do sada nisu objavljeni u literaturi. 
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8. SAŽETAK 

 

 

 Fascioloides magna nezavičajni je parazit na europskim prostorima, a izvorno parazitira 

u sjevernoameričkih vrsta jelena. Dolaskom u Europu ovaj metilj formira nove zajednice 

nositelj - parazit te su do sada utvrđena tri žarišta velikog američkog metilja u Europi: 

talijansko, češko i žarište dunavskog sliva. Analizom cox-1 gena nastojalo se prikupiti podatke 

o raznolikosti metilja u Hrvatskoj i Srbiji, te međusobni evolucijski odnosi kao i odnos s 

metiljima iz područja uz New York (Ontario) u SAD-u. Nakon izolacije DNK prikupljenih 

uzoraka, PCR-a te sekvenciranja dobivene su 123 sekvence cox-1 gena, 58 iz Hrvatske, 55 iz 

Srbije te 10 iz SAD-a koja su potom analizirane. U Hrvatskoj je potvrđena prisutnost dva otprije 

poznata haplotipa dunavskog žarišta, te su otkrivena četiri nova haplotipa. Nalaz novih 

haplotipova vjerojatno je rezultat činjenice da su uzorci u Hrvatskoj uzeti s većeg geografskog 

područja, iz šest županija, što nije bio slučaj u prethodnim istraživanjima. Dobiveni su prvi 

podatci o genetskoj strukturi u Srbiji. Najučestaliji haplotip bio isti kao i u Hrvatskoj (Ha3), te 

je utvrđena i prisutnost do sada neidentificiranog haplotipa koji je zajednički i Hrvatskoj i Srbiji. 

Haplotipovi dobiveni iz uzoraka iz SAD-a nisu utvrđeni u Hrvatskoj i Srbiji, a od 6 

identificiranih haplotipova samo je jedan prethodno opisan u literaturi. 

 

 

 KLJUČNE RIJEČI: Fascioloides magna, cox-1 gen, haplotipovi, jelen obični 
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9. SUMMARY 

 

Eva Posavec 

 

ANALYSIS OF THE COX-1 GENE OF THE FLUKE FASCIOLOIDES MAGNA 

 FROM DIFFERENT AREAS 

 

 Fascioloides magna is a non-native parasite in Europe which is originally a parasite of 

deer species in North America. After arriving to Europe, this fluke formed new host-parasite 

associations, and established three permanent natural foci: in Italy, Czech Republic and Danube 

floodplain forests. The goal of this research was to analyse cox-1 gene and to collect data on 

fluke diversity in Croatia and Serbia, as well as their evolutionary relations and relations with 

flukes collected in area of New York (Ontario), USA. After DNA isolation, PCR and 

sequencing we have determined 123 sequences of cox-1 genes, 58 sequences from Croatia, 55 

from Serbia and 10 from the USA. In Croatia, the presence of two previously known haplotypes 

of the Danube foci was confirmed and four new haplotypes were discovered. The finding of 

new haplotypes is probably the result of the fact that samples in Croatia were collected from a 

larger geographical area than in previous studies, from six counties. Also, we have obtained the 

first data on the genetic structure of the giant liver fluke in Serbia The most common haplotype 

was the same as in Croatia (Ha3), and the presence of so far unidentified haplotype was found, 

which is common in both, Croatia and Serbia. Haplotypes obtained from USA samples were 

not identified in Croatia and Serbia, and of the 6 identified haplotypes only one was previously 

described in the literature. 

 

 

 KEY WORDS: Fascioloides magna, cox-1 gene, haplotypes, red deer 
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