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Jistoloski prikaz hidatidoze u divlje svinje
Sus scrofal.)

istological observation of hidatidosis in
wild boar (Sus scrofal.)

Skvorc, N., M. Bujanic¢*, I.-C. Sostari¢-Zuckermann, S. Kuzir, D. Konjevi¢

Sazetak

idatidoza je parazitska bolest uzrokovana larvarnim stadijem trakavice Echinococcus granulosus.

Nositelji ove trakavice su mesojedi, dok su posrednici biljojedi i svejedi u &ijim se unutarnjim organi-

ma razvijaju hidatidne ciste. One su okruzene adventicijalnim slojem koji €ini vezivnotkivna ¢ahura.

Tu ¢ahuru stvara posrednik. Tijekom postmortalnog pregleda organa divlje svinje uotili smo pato-
losku tvorbu na jetri koju smo uzorkovali i pohranili u 10 %-tni neutralni formalin te je napravljena rutinska
patohistoloska pretraga. Uzorak je dodatno obojen bojenjima za vezivno tkivo: bojenje Mallory’s aniline blue
collagen, Verhoeff-Van Giesonovo bojenje i bojenje za retikularna vlakna. Patohistoloskom pretragom unu-
tar jetrenog parenhima vidljive su multifokalne ciste. Ciste su okruzene fibrovaskularnom ¢ahurom razlicite
debljine koja se sastojala od granulacijskog tkiva infiltriranog s umjerenim brojem limfoplazmatskih stanica
i manje eozinofila. Hidatidne ciste sastoje se od laminiranog hijalina i bjelan¢evinaste membrane, a unutar-
nji dio membrane ima brojna bazofilna vapnenasta tjelesca. Iz unutarnjeg zametnog epitela pupaju brojne
zametne Cahure s visestrukim protoskoleksima koji sadrzavaju tegument, spuzvasti parenhim, vapnenasta
tjelesca, sisku i rostelum s kukicama. Dodatnim histoloskim tehnikama bojenja istrazena je grada stijenke
hidatidne ciste u kojoj su utvrdena kolagena, elasti¢na i retikularna vlakna.

Klju€ne rijeci: divlja svinja, Echinococcus granulosus, jetra, hidatidna cista, bojenja za vezivno tkivo

Abstract

Hydatidosis is a parasitic disease caused by the larval stage of the Echinococcus granulosus tapeworm. The
definitive hosts of this tapeworm are carnivores, while the intermediate hosts are herbivores and omnivo-
res in whose internal organs hydatid cysts develop. The cysts are surrounded by an adventitial layer made
up of a connective tissue capsule produced by the intermediate host. During postmortem examination of
wild boar organs, we observed a pathological formation on the liver, which was sampled and stored in 10%
buffered formalin, and a routine pathohistological examination was performed. The sample was additio-
nally dyed with connective tissue stains: Mallory’s aniline blue collagen stain, Verhoeff-Van Gieson stain,
and stain for reticular fibers. Histopathological examination revealed multifocal hydatid tissue cysts within
the hepatic parenchyma. They were surrounded by a variably sized fibrovascular capsule consisting of
granulation tissue, infiltrated with moderate numbers of lymphoplasmacytic cells and fewer eosinophils.
The hydatid cysts consisted of laminated hyaline and proteinaceous membrane, and the internal aspect of
the membrane had numerous basophilic calcareous bodies. Budding from the internal germinal epithelium
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there were multiple brood capsules with multiple protoscolices, which consisted of a tegument, spongy
parenchyma, calcareous corpuscles, a sucker, and a rostellum armed with hooks. Additional histological
staining techniques were used to examine the structure of the hydatid cyst wall in which collagen, elastic

and reticular fibers were identified.

Key words: wild boar, Echinococcus granulosus, liver, hydatid cyst, connective tissue stains

Uvod

Ehinokokoza je zoonotska bolest uzrokovana tra-
kavicama iz roda Echinococcus i porodice Taeniidae.
Cetiri vrste ovih trakavica od javnozdravstvene su
vaznosti: mala pseca trakavica Echinococcus gra-
nulosus, koja uzrokuje cisti¢nu ehinokokozu, lisi¢ja
trakavica Echinococcus multilocularis kao uzroc-
nik alveolarne ehinokokoze te uzrocnici policisti¢ne
ehinokokoze Echinococcus vogelii Echinococcus oli-
garthrus (Thompson, 1995.; Moro i Schantz, 2009.).
Cisticna ehinokokoza u ljudi i Zivotinja rasprostra-
njena je u zemljama umjerenog klimatskog pojasa,
ukljucuju¢i dijelove Euroazije, Australiju, Latinsku
Armeriku i Afriku (Eckert i sur., 2000.; Grosso i sur.,
2012.). Unutar vrste E. granulosus molekularnim
istrazivanjima identificirano je do sada 10-ak razlici-
tih genotipova (G1-G10) koji su u konagnicci svrstani u
nekoliko vrsta (Thompson, 2017.) Za svinje je vazan
genotip G7, tj. Echinococcus intermedius ili svinjski
soj trakavice E. granulosus, prema staroj literaturi,
ali su McManus i Thompson (2003.) u svinja u Polj-
skoj opisali i s0j, za kojeg se danas smatra da je mi-
krovarijanta G7 (Romig i sur., 2015.). Ov¢ji soj (GT)
dominantan je soj trakavice E. granulosus u podru¢-
ju Sredozemlja, Velike Britanije i isto¢ne Europe (Da-
niel-Mwambete i sur., 2004.; Romig i sur., 2006.), a
osim iz ovaca ovaj je genotip izoliran i iz koza, kao i
domacih te divljih svinja (Breyer i sur., 2004.; Dani-
el-Mwambete i sur., 2004.). Adultni oblik trakavice
E. granulosus parazitira u tankom crijevu mesojeda
koji su nositelji. Naj¢esc¢e su to domaci i divlji pripad-
nici porodice pasa, a rjede i porodice mac¢aka. U no-
siteljima trakavica razvija ¢lanke ispunjene jajascima
koja sadrzavaju po jedan heksakantni embrio, tj. on-
kosferu. Jajasca izmetom izlaze u okolis. Nakon in-
gestije hrane ili vode oneciscene jajascima u tankom
crijevu posrednika, pod utjecajem proteolitickih en-
zima, dolazi do oslobadanja onkosfera. U unutarnjim
organima posrednika, najcesce biljojeda i svejeda,
razvijaju se larvalni stadiji, tj. metacestode, odnosno
hidatidne ciste koje se najceSce razviju u jetri i plu-
¢ima, ali mogu biti smjestene i u drugim organima
(Harris i sur., 1989.; Thompson, 1995.; Eckert i sur.,
2000.; Hsu i sur., 2013.). Kod nositelja je zabiljezen
visok stupanj vrsne specificnosti, sto nije slucaj kod
posrednika, pa tako i ljudi mogu biti slu¢ajni posred-
nici (Thompson, 1995.).

U posredniku mogu nastati dva tipa hidatidnih
cista, fertilne i sterilne. Fertilne su ciste oblik pa-
razita koji je invazivan za nositelja. Kod nijih iz ger-
minativnog sloja pupaju zametne ¢ahure koje nes-
polnim dijeljenjem proizvode brojne protoskolekse.
Sterilne ciste ne stvaraju protoskolekse zbog tega
nisu u mogucnosti nastaviti razvojni ciklus parazita
(Thompson, 1995.; Eckert i sur., 2001.; Zhang i sur.,
2003.; Moro i Schantz, 2009.; Paredes i sur., 2011.).
Hidatidne su ciste sferi¢ne, unilokularne strukture
ispunjene tekuc¢inom u kojoj se moze pronaci hida-
tidni pijesak. Ciste se sastoje od dva sloja koja po-
tje€u od parazita, unutarnjeg nuklearnog i vanjskog
acelularnog. Unutarniji sloj naziva se i germinativni,
dok je vanijski, laminarni, karakteristi¢no acidofilno
obojen te je okruzen vezivnotkivhom ¢ahurom. Ona
je proizvedena od strane posrednika te ¢ini adventi-
cijalni sloj koji sluzi kao barijera izmedu tkiva posred-
nika i parazita. Jedna od komponenata vezivnog tkiva
jesu vlakna koja nastaju sekrecijom iz fibroblasta. Tri
glavna tipa vlakana ukljucuju kolagena, retikularna
i elasticna. Kolagena i retikularna vlakna formirana
su od proteina iz obitelji kolagena, a elasti¢na su
sastavljena uglavnom od proteina elastina. Dok su
kolagena vlakna u histoloskim preparatima bojenim
hematoksilin-eozinom (HE) ruZicasta, retikularna i
elasti¢na vlakna na rutinskim histoloskim preparati-
ma tesko je razlikovati od ostalih vlaknastih eleme-
nata zbog ¢ega se primjenjuju specijalne tehnike bo-
jenja (Kozari¢, 1997.; Mescher, 2016.). Larvalni oblik
E. granulosus osim unilokularnih cista moze uzroko-
vati i multivezikularne ciste u ljudii goveda (Lahmar i
sur., 2009.; Kul i Yildiz, 2010.) ¢ija Supljina sadrzava
vige cista endogenih kéeri (Eckert i sur., 2001.). Moro
i Schantz (2009.) opisuju da se s vremenom moze
narusiti struktura tipi¢na za mladu ehinokoknu cistu
jer se u unilokularnim cistama stvaraju unutarnje
pregrade i kéeri ciste.

Divlja svinja (Sus scrofa L.) zavitajna je vrsta
krupne divljaci u Republici Hrvatskoj (Janicki i sur.,
2007.). Osim toga ova vrsta ima najsiri geografski
raspon od svih papkara te se prirodno pojavljuje u
Europi, Aziji i sjevernoj Africi, a unesena je i na dru-
ge kontinente (Scandura i sur., 2011.). U ovom smo
istrazivanju poblize istrazili histolosku gradu hidatid-
ne ciste divlje svinje koristeci se dodatnim tehnika-
ma bojenja za vezivno tkivo.
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Materijal i metode

Tijekom uzorkovania za potrebe HRZZ projekta IP
8963 Interakcija nositelj-parazit: odnos tri razlicita
tipa nositelja prema invaziji metiljem Fascioloides
magna pregledane su jetre divljih svinja, primarno
zbog utvrdivanja promjena karakteristi¢nih za fas-
cioloidozu (invazija metiliem Fascioloides magna).
Prilikom detaljnog pregleda jetara u jednom slu-
¢aju naisli smo na patolosku tvorbu na jetri. Sred-
njedobna zenka divlje svinje odstrijeljena je tijekom
provedbe redovitog plana gospodarenja u drzavnom
otvorenom lovistu br. XIV/9 - Podunavlje-Podrav-
lie. Tijlekom postmortalnog pregleda organa prsne
i trbusne supljine na jetri smo uocili promjene koje
nisu bile vidljive u ostalim organima. Jetra je oblikom
i velicinom odgovarala zivotinji, bila je crvenosme-
de boje, glatke povrsine i elasticne konzistencije. Na
presjeku grada se razabirala, cijedila se umijerena
kolicina tamnocrvene tekucine, a koherencija je bila
Zilava. Na desnom reznju jetre bila je vidljiva Zucka-
stobijela, oStro ogranitena, cistitna okrugla tvor-
ba promjera 5 - 7 cm. Prilikom presjeka cisti¢na je
tvorba kolabirala, isticala se prozirna do blago Zuc-
kasta serozna tekucina s dodatkom vrlo sitnog gra-
nuliranog materijala nalik na pijesak. Istodobno bila
je i uotljivija kapsula debljine oko 2 mm. Pronadene
promijene uzorkovali smo i pohranili u 10 %-tni neu-
tralni formalin te je u Zavodu za veterinarsku pato-
logiju Veterinarskog fakulteta Sveutilista u Zagrebu
napravljena rutinska patohistoloska pretraga. Uz to
je uzorak u Zavodu za anatomiju, histologiju i embri-
ologiju obojen specijalnim bojenjima za vezivno tki-
vo: bojenjem Mallory’s aniline blue collagen (Svob,
1974.; Sheehan i Hrapchak, 1980.), Verhoeff-Van
Giesonovim bojenjem (Sheehan i Hrapchak, 1980.) i
bojenjem za retikulinska vlakna (Biognost: Gordon i
Sweet, 1936.; Gomori, 1939.).

Rezultati

Makroskopskom pretragom jetre postavljena je
sumnja na ehinokoknu hidatidnu cistu (slika 1). Pa-
tohistoloskom pretragom uotilo se da se unutar
jetrenog parenhima nalaze multifokalne ciste pro-
mijenijive veli¢ine, promjera do priblizno 1cm. Vecina
cista okruzena je fibrovaskularnom ¢ahurom razlici-
te debljine, koja se sastojala od zrelog i reaktivnog
vezivnog tkiva s brojnim krvnim Zilama malog pro-
mijera (granulacijsko tkivo) infiltriranim s umjerenim
brojem limfoplazmatskih stanica i manje eozinofila
(slike 2 i 3). Povremeno je ovaj sloj infiltriran ma-
krofagima i multinuklearnim divovskim stanicama.
Sire¢i se iznutra, neke su ciste dalje ogranicene
eozinofilnom zrnatom proteinskom tekucinom po-
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Slika 1. Hidatidna cista u tkivu jetre.

mijeSanom s nekroti¢nim debrisom (interpretirano
kao tkivna tekucina i nekroti¢ni debris iz rupturiranih
cisti). Ciste hidatidnog tkiva sastoje se od urednog
viseslojnog ili laminiranog hijalina i bjelancevinaste
membrane promjera do 150 mikrometara, a unutar-
nji dio membrane ima brojna bazofilna vapnenasta
tielesca od 5 do 20 mikrometara (slika 4). Pupajuci
iz unutarnjeg zametnog epitela, postoji vise tankih
zametnih ¢ahura s visestrukim protoskoleksima od
80 do 150 pm. Protoskoleksiimaju 5 um debeo tegu-
ment, spuzvasti parenhim, vapnenasta tjelesca, si-
sku i rostelum koji sadrzava kukice. Zametne ¢ahure
i preostali dio unutrasnjosti tkivnih cista promjenjivo
su ispunjeni dodatnim ekstravaziranim eritrocitima,
proteinskom tekucinom i nekroti¢nim debrisom (sli-
ka 5). Hepatociti koji okruzuju tkivne ciste atrofi¢ni
su (kompresijska atrofija). Zaklju¢no, Malloryjevim
bojenjem kolagena vlakna stijenke hidatidne ciste i
unutar interlobularnog vezivnog tkiva obojena su
plavo, jetrene stanice su smede, a eritrociti u sinu-
soidama i krvnim Zilama stijenke crveni su (slika 6).
Verhoeff-Van Giesonovom metodom bojenja kolage-
na vlakna u stijenci hidatidne ciste boje se ruzi¢asto,
dok su elasti¢na vlakna tamnoplava do crna, vidljiva
u pojedinim dijelovima stijenke ciste (slika 7). Boje-
njem srebrnim solima vidljiva su tamnoljubitasto
do crno obojena retikularna vlakna, dok je kolagen
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Slika 2. Stijenka hidatidne ciste s perifernom fibrozom, Slika 3. Brojne novonastale krvne Zile i imfoplazmacitni
granulomatoznim i limfoplazmacitnim hepatitisom, HE. infiltrat unutar vezivnotkivne stijenke, HE.

Slika 4. Zametne cahure s visestrukim protoskoleksima. Slika 5. Segment vanjske hijalinizirane, laminarne membra-
Zametne ¢ahure | preostali dio unutrasnjosti tkivnih cista ne (LM) uz koju je germinativni (zametni) epitel (bijela stre-
ispunjeni eritrocitima, proteinskom tekucinom i nekrotic- lica) s bazofilnim vapnenastim tjelescima (Zuta strelica).
nim debrisomn, HE. Odmah uz zametni epitel u lumenu ciste uocavaju se dva
protoskoleksa (P) s dobro uocljivim rostelurmom na kojem
su brojne kukice s dvostrukim lomom svjetlosti, HE.

Slika 6. Kolagena vlakna unutar stijenke hidatidne ciste i Slika 7. Unutar stijenke hidatidne ciste vidljiva su tamno-

interlobularno obojena su plavo, dok je jetreni parenhim ~ Plavo obojena elasticna viakna  ruZicasto obojena kolage-
smede boje, Mallory. na vlakna te crno obojene jezgre, Verhoeff -Van Gieson.
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Slika 8. Unutar stijenke hidatidne ciste vidljiva su tamnolju-
bi¢asta do crna retikularna vlakna (2uta strelica) te smeda
kolagena vlakna. Retikularna vlakna nalaze se i unutar jetre-
nog parenhima (bijela strelica), bojenje za retikularna vlakna.

zuckastosmedi. Retikularna vlakna prevladavaju
u povrsinskom dijelu stijenke ciste, oko krvnih Zila
i unutar sinusoida jetrenog parenhima (slika 8). U
unutarnjem sloju stijenke hidatidne ciste prevladava
gusto formirano vezivno tkivo, za razliku od perifer-
nog sloja koji je graden od gustog neformiranog ve-
zivnog tkiva.

Rasprava

Echinococcus granulosus jest trakavica koja kod
kroni¢ne invadiranosti uzrokuje fibrozu jetre. Invazija
ovom trakavicom kod posrednika stimulira i aktivira
jetrene zvjezdaste stanice (Ito-stanice) 5to rezultira
izlutivanjem vece kolicine kolagenih vlakana i time
uzrokuje prekomijerno talozenje ekstracelularnog
matriksa (Lee i Friedman, 2011.; Ramachandran i Ire-
dale, 2012.). Lokacija cista moze varirati kod svinja.
Za razliku od naseg slucaja, u kojemu je hidatidna
cista bila smjeStena unutar jetrenog parenhima,
Martin-Hernando i suradnici (2008.) pronasli su ve-
liku cistu u plu¢ima divlje svinje, ali i brojne manje
ciste u prsnoj i trbusnoj supljini. Mwambete i surad-
nici (2004.) kod divljih su svinja pronasli ciste samo
u plu¢ima, dok je kod domacih svinja hidatidnih cisti
bilo vise u jetrinego u plu¢ima. Patohistoloskom pre-
tragom Martin-Hernando i sur. (2008.) uotili su da
je velika hidatidna cista odvojena od nepromijenje-
nog tkiva plu¢a fibroznom kapsulom sastavljenom
od zrelog kolagenog vezivnog tkiva sa sporadi¢nom
kalcifikacijom, dok u nasem slucaju kalcifikacija nije
bila vidljiva. U ovom istrazivanju potvrdili smo da
su hidatidne ciste okruzene vezivnotkivnom kapsu-
lom promijenjive velicine te da je kapsula infiltrira-
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na s umjerenim brojem limfoplazmatskih stanica.
Jiménez i suradnici (2020.) utvrdili su da su CD3+ T-
limfociti i CD20+ B-limfociti dominantne upalne sta-
nice u adventicijalnom sloju hidatidne ciste u plu¢ima
goveda. Sveukupna distribucija upalnih stanica u ad-
venticijalnom sloju intenzivnija je u sterilnim cista-
ma. Imunohistokemijskom tehnikom bojanja uzora-
ka hidatnidnih cista vidljivo je da se CD3+ T-limfociti
nalaze periferno od palisadno poredanih makrofaga
te da su neki prisutni blizu nepromijenjenog tkiva je-
tre posrednika. CD20+ B-limfociti imaju distribuciju
slitnu T-stanicama te cine znatan udio upalnih sta-
nica u adventicijalnom sloju fertilnih i sterilnih cista,
sto istice vaznost B-stanica u lokalnom upalnom od-
govoru kod cisticne ehinokokoze goveda. T-limfociti
se u vecem broju nalaze u sterilnim cistama, dok
brojnost B-limfocita nije znac¢ajno povezana s tipom
ciste. Hidalgo i suradnici (2019.) nasli su kod fertilnih
hidatidnih cista koje su imale protoskolekse prihva-
c¢ene za germinativni sloj, stanice u razlicitim fazama
razvoja i debeo laminarni sloj koji se lako odvaja od
adventicijskog sloja te upalne stanice koje se nala-
ze ispod sloja kolagena i fibroblasta. Kod cista koje
imaiju nisku sposobnost za daljni razvoj protoskolek-
sa i tanji laminarni sloj upalne stanice prevladavaju
ispod laminarnog sloja. Jiménez i suradnici (2020.)
takoder su prikazali kako fertilne ciste imaju deblji
laminarni sloj u odnosu na sterilne ciste. Fertilne hi-
datidne ciste sadrzavale su malo upalnog infiltrata
u adventicijalnom sloju s visokim udjelom limfocita i
fibroblasta. Nijedna fertilna hidatidna cista nije ima-
la znatniji udio eozinofila. Male hidatidne ciste prate
isti uzorak kao sterilne ciste koje imaju vecu koli¢inu
upalnog infiltrata u adventicijalnom sloju s visokim
udjelom limfocita i divovskih multinuklearnih stani-
ca (Hidalgo i sur., 2019.). U istrazivanju smo utvrdili
da je stijenka hidatidne ciste gradena od kolagenih
vlakana, a djelomi¢no je ojatana elasti¢nim vlakni-
ma. Retikularna vlakna nalaze se na rubnim dijelo-
vima hidatidne ciste Sto je u skladu sa Solcan i sur.
(2010.) koji su kod koza, koristeci Gomori trikromno
bojenije, takoder prikazali retikularna vlakna u stijen-
ci hidatidne ciste. U zdravoj jetri fibrilarni kolageni
tipa | i lll ograniceni su na vezivno tkivo portalnog
trakta i na podru¢je oko sredignjih vena, dok je ko-
lagen tipa IV najobilniji kolagen retikulinskog potpor-
nog tkiva sinusoida. Kolagen tipa Il glavni je kolageni
sastojak retikularnih vlakana (Kozari¢, 1997.; Mes-
cher, 2016.). Fibroza jetre jest sveukupno povecanje
jetrenog ekstracelularnog matriksa, a osim pove-
¢anja kolicine matriksa dolazi i do promjena tipova
kolagena te mjesta njihova odlaganja. Kod teskih
oblika fibroze u jetri se moze nalaziti ¢ak Sest puta
vise kolagena i proteoglikana negoli Sto je to slucaj




u zdravoj jetri. Fibrozu obiljeZzava povecanije fibrilar-
nih kolagena tipa | i lll te nefibrilarnog kolagena tipa
XVIIl u Disseovim prostorima, portalnim podrugjima
i oko centralnih vena. Uz ovo povecanje kolagena
dolazi i do povecanja komponenata ekstracelular-
nog matriksa kao sto su proteoglikani, fibronektini
i hijaluronska kiselina (Cullen, 2008.). Beigh i su-
radnici (2018.) prikazali su u uzorcima pluca i jetara
koza i ovaca da se kombiniranim PAS i Alcian-blue
bojenjima laminarne membrane, germinativni sloj
i zametne kapsule boje izrazito ruzitasto pozitivno
na neutralne mukopolisaharide te da se u adventiciji
nalaze podrucja pozitivna na kisele mukopolisahari-
de. Takoder su i na protoskoleksima vidljivi dijelovi
pozitivni na kisele mukopolisaharide koji odgovaraju
povrsinama vapnenastih tjelesaca. Toluidin blue bo-
jenjem potvrdili su brojne mastocite karakteristicne
po metakromatskim granulama unutar i izvan stani-
ca. Isti su autori u uzorcima pluca obojenim Masson
trikrom bojenjem dokazali intenzivno stvaranje ko-
lagenih vlakana u pericisticnom vezivhom tkivu, sto
je u skladu s nasim nalazom. Usporeduju¢i afinitet
protoskoleksa na boje, vapnenasta tjeleSca u prije
navedenom radu boje se kombiniranim PAS i Alcian
blue te Toluidin blue metodama, dok ih HE i Masson
trikrom metode nisu obojile. U naSem slucaju vapne-
nasta tjeleSca obojena su HE bojenjem te su vidljiva
unutar protoskoleksa i izvan njih (unutar hidatidne
ciste), dok se u uzorcima obojenim drugim navede-
nim specijalnim metodama bojenja nisu obojili.

Patoloski nalaz hidatidoze u divlje svinje potvr-
den je patohistoloskom pretragom. Dodatnim histo-
loskim tehnikama bojenja za vezivno tkivo detaljno je
prikazan sastav stijenke hidatidne ciste.
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