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Sazetak

Hematologija klase Amphibia nedovoljno je istrazena na podrucju Bosne 1
Hercegovine. O hematologiji nizih taksona ove klase, a pogotovo nespecifine 1
,hezanimljive” vrste kao Sto je Bufo bufo (obi¢na krastaca), koja nije ugrozena ili posebno
privlatna naucnicima ali i §iroj javnosti, ne zna se skoro nista. U radu je predstavljena
morfologija krvnih ¢elija, ali 1 diferencijalna krvna slika dvije populacije obi¢ne krastace sa
podrucja Tuzlanskog kantona. Utvrdeni su svi tipovi krvnih ¢elija, a diferencijalna krvna slika
pokazala je da postoje odredene razlike u zastupljenosti pojedinih formi leukocita kod
posmatranih populacija, te prisustvo odredenih parazita u krvi istrazivane vrste. Ovaj rad
naglaSava vaznost postojanja Sto opSirnijeg, pristupacnog registra podataka o biologiji svih
vrsta koje nas okruzuju, pa tako i vrste Bufo bufo, te pruza pregled dostupnih informacija o
biologiji 1 specificnoj hematologiji pomenute vrste.

Kljucéne rije¢i: Bufo, obi¢na krastaca, hematologija, krvna slika

UuvoD

Obi¢na krastaca, Bufo bufo (Linnaeus, 1758), predstavlja vrstu o kojoj jo$ uvijek ne
postoji kompletan registar podataka koji opisuju njenu morfologiju, fiziologiju, genetiku,
evoluciju, ekologiju 1 druge znacajke specificne za nju. Konzervacijskim statusom odredenim
prema Crvenoj listi IUCN, oznacena je kao najmanje zabrinjavajuca vrsta na globalnom nivou,
s obzirom na to da je izuzetno dobro rasprostranjena, otporna na promjenljive uslove sredine i
prilagodena na svoje staniSte koje nema posebnu zastitu (Voros i sar., 2016).

Medutim, na lokalnim nivoima uniStavanje Suma i livada, kao 1 umjetno isuSivanje
mocvara predstavljaju najozbiljnije prijetnje za ovu vrstu. Ti su faktori odgovorni za
izumiranje pojedinih populacija (Wilkinson i Buckle, 2012). Autohtona je vrsta u 47 zemalja
svijeta, ukljucuju¢i Bosnu i Hercegovinu (Clarke, 1974).

Crvena krvna zrnca vodozemaca veca su od eritrocita sisara, ovalnog oblika, sa jedrom
1 najces¢i su Celijski elementi u krvi vodozemaca. Jedro je izgradeno od kondenzovanog
hromatina i izduzenog je, nazubljenog i ovalnog oblika. Njihova funkcija je ista kao i kod
drugih zivotinja, da transportuje kiseonik uz pomo¢ hemoglobina (Allender i Fry, 2008).

Trombociti Zabe funkcionalni su ekvivalent onima kod sisara, ali se njihova
morfologija razlikuje — elipsoidna, ponekad veoma izduzena ¢elija sa jezgrom suprotstavlja se
onima prisutnim u razvijenijim oblicima zivota (Allender i Fry, 2008).
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Za razliku od njih, morfologija i funkcija leukocita prate obrazac koji se vidi kod
drugih zivotinja. Limfociti imaju vece dimenzije nego obicno kada je zaba zarazena ili
povrijedena (Allender i Fry, 2008). Oni su najdominantniji tip leukocita kod vodozemaca,
slijede neutrofili, bazofili i na kraju monociti (Davis i sar., 2009).

Postoje razlike u eritropoezi kod juvenilnih i adultnih krastaca. Primarno mjesto
eritropoeze kod punoglavca jeste u jetri i bubrezima, dok se kod odraslih jedinki eritropoeza
odvija u slezeni, jetri i koStanoj srzi. Molekula hemoglobina prisutna kod juvenilnih jedinki
razlikuje se od hemoglobina sintetiziranog u organizmu odraslih (Allender i Fry, 2008).

Poznavanje hematoloSkog obrasca moze pomo¢i da se poboljsa upotreba zaba kao
bioindikatora degradacije zivotne sredine (Lilian 1 sar., 2022).

MATERIJAL | METODE

U ovom radu analizirani su razmazi krvi 30 odraslih jedinki obi¢ne krastace, oba spola.
Sa svakog lokaliteta analizirano je po 15 jedinki koje su bile priblizno jednake veli¢ine 1
tezine, te spolno zrele. Prikupljanje uzorka provedeno je tokom mjeseca avgusta 2021. godine,
a jedinke su uzete sa dva razliCite lokaliteta. Prvi lokalitet jeste jezero na povrSinskom kopu
Dubrave (44° 50' 55" N, 18° 71' 54" E), a drugi lokalitet je potok Mednica u Babicama Donjim
u blizini jezera Modrac (44° 48' 79" N, 18°43' 07"E).

Hvatanje jedinki provedeno je improviziranom mrezom. Jedinke su potom prenesene u
laboratoriju, te anestezirane pomoc¢u otopine etera, nakon ¢ega im je uzorkovana krv. Krv zaba
uzeta je punkcijom iz srca, te su napravljeni razmazi diferencijalne krvne slike.

Dobro osu$eni krvni razmazi drzali su se u May-Grunwald koncentrovanoj otopini
sedam minuta, nakon ¢ega su isprani destilovanom vodom i drzani u otopini Giemse dvanaest
minuta. Otopina Giemse napravljena je od dva dijela vode i jednog dijela koncentrovane
otopine Giemse. Nakon toga izvrSilo se ispiranje destilovanom vodom i suSenje. Preparati krvi
mikroskopirani su uz pomo¢ Motic RED223 mikroskopa, a slike su dobivene pomoc¢u Optika
Microsopes B Series kamere, te pripadajuceg softverskog programa Optika Vision Pro.
Statisticka obrada podataka uradena je u programskom paketu Statistica.

REZULTATI | DISKUSIJA

Morfologija krvnih ¢elija
Crvene krvne ¢elije bile su daleko najzastupljenije, te su imale istu ili slicnu morfologiju
u vedini slucajeva — elipsoidna forma celije, sa svijetlo do srednje tamno plavom citoplazmom
u koju je centralno postavljeno tamno ljubiCasto ili plavo jedro nepravilnih ivica. Neki
eritrociti imali su oblik suze, flase, a neki oblik vretena ili ¢ak punoglavca (Slika 1).
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Slika 1. Prikaz eritrocita pronadenih prilikom istraZivanja
(a — nezreli eritrociti, b — zreli eritrociti, ¢ — stari eritrocit, d — eritrociti u obliku suze, ¢ —
eritrocit u obliku vretena, f— eritrocit u obliku punoglavca)

Osim karakteristi¢nih elipsoidnih oblika, poznato je da vodozemci pokazuju Siroku
varijaciju u pogledu morfologije eritrocita medu vrstama (Vernberg, 1955; Kuramoto, 1981;
Davis 1 sar., 2009; Madhusmita i Pravati, 2014). Prosjecne zabiljeZzene dimenzije eritrocita
jesu 13,40 — 20,70 um, a postoje izvjestaji i o nekim eritrocitima ¢iji promjer doseze ¢ak i do
70,00 um. Male, okrugle do nepravilne, bazofilne citoplazmatske inkluzije, slicne onim koje
se Cesto sluc¢ajno nalaze kod gmizavaca, smjeStene su unutar citoplazme eritrocita vodozemaca
i smatraju se normalnim nalazom (Allender i Fry, 2008).

Uoceni su nezreli 1 stari eritrociti. Nezreli eritrociti zadrZavali su okruglasti oblik Celije,
sa centralno postavljenim okruglastim jedrom tamnoplave boje u plavo obojenoj citoplazmi,
tamnije od one kod zrelih eritrocita (Slika 1). Retikulociti (nezreli eritrociti) se mogu
povremeno smatrati normalnim nalazom kod vodozemaca. Retikulociti su okrugli (manje
elipsoidni) i manjih dimenzija od eritrocita (Allender i Fry, 2008)

Za razliku od njih, stari eritrociti imali su mnogo svijetliju plavu ili prozirnu citoplazmu
sa nejasnim granicama ¢elijske membrane, te jedro svijetlo plave boje €ije su ivice sa mnogo
manje uvrata, pa tako 1 manje nepravilnog oblika, po ¢emu se razlikuje od jedra koje se moze
primijetiti kod zrelih eritrocita. Pojedini eritrociti u svojoj citoplazmi sadrzavali su i
intracelularne parazite (Slika 2).
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Slika 2. Prikaz parazita pronadenih prilikom istrazivanja
(a i b — ekstracelularni paraziti, ¢ i d — intracelularni paraziti)

Trombociti koji su pronadeni na krvnim razmazima iz obje populacije krastac¢a imali su
oblu formu ¢elije sa okruglastim tamno ljubicastim ili plavim jedrom i malo citoplazme koja
ga okruzuje. Uglavnom su pronalazeni u grupacijama pored velikih skupina eritrocita (Slika
3). Trombociti u sli¢nim istraZivanjima bili su dugi i ovalnog oblika s velikim i ovoidnim
jezgrama, postavljeni u nakupinama (Arserim i Mermer, 2008; Madhusmita i Pravati, 2014).

Slika 3. Prikaz trombocita pronadenih prilikom istrazivanja
(a — nezreli trombocit, b — zreli trombociti)

Utvrdeni su svi oblici leukocita (Slika 4): agranulociti (limfociti i monociti) te
granulociti (eozinofilni, bazofilni i neutrofilni granulociti).
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Slika 4. Prikaz leukocita pronadenih prilikom istrazivanja
(a — mali limfocit, b — veliki limfocit, ¢ — neutrofil, d — monocit, e — eozinofil, f— bazofil)

| =

Mogli su se razlikovati limfociti velikih i malih dimenzija. Morfologija limfocita kod
Bufo bufo pratila je onu opstu morfologiju limfocita pronadenih kod drugih vrsta Zzaba,
vodozemaca 1 ki¢menjaka wuopsSteno. Okruglastog su oblika sa velikim okruglim,
nesegmentiranim jedrom obojenim tamno plavom bojom, oko kojeg se nalazi jako tanak sloj
citoplazme svjetlije plave boje. Morfologija limfocita vodozemaca slicna je morfologiji
limfocita drugih ki¢menjaka (Madhusmita 1 Pravati, 2014). Oni su dominantna vrsta leukocita
kod vec¢ine vodozemaca, pa tako i kod krastaca. Mali limfociti mogu se pogresno identificirati
kao trombociti 1 obratno. Takoder, kontaminacija uzorka krvi limfom na terenu moze dovesti
do netacne interpretacije limfocitoze prilikom rada u laboratoriji (Cathers 1 sar., 1997;
Allender i Fry, 2008).

Monociti koji su kao i limfociti imali okruglasti oblik celije. Njihova citoplazma
zauzima neSto veci udio Celije, a boja joj je sli¢na onoj kod limfocita. Jedro monocita ima
bubreZzasti oblik i tamno plavu obojenost, ali nije segmentirano. Sli¢na morfologija monocita
utvrdena je i kod vrste Polypedates teraiensis (Madhusmita i Pravati, 2014). Neki istrazivaci
su u svojim radovima opisali postojanje azurofila uz ili umjesto monocita u krvi vodozemaca
(Allender i Fry, 2008)

Od granulocita najbrojniji su bili neutrofili. To su velike okruglaste ¢elije sa tamnim
segmentiranim, najéeS¢e na tri lobusa, jedrom, koje je okruZeno svjetlijom citoplazmom.
Generalno se pretpostavlja da je funkcija granulocita vodozemaca sli¢na funkciji ¢elija sa
slicnom morfologijom drugih ki¢menjaka (Allender i Fry, 2008).

Celije eozinofila sliéne su veli¢ine kao éelije neutrofila, posjeduju prozirnu do bijelu
citoplazmu koja je ispunjena velikim brojem intenzivno roze obojenim granulama. Jedro
eozinofila ljubiCasto je i segmentirano na viSe lobusa, 2, 3 ili 4, a naj¢esce je pozicionirano
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ekscentricno, uz ¢elijsku membranu. Segmentirane jezgre konstatovane su i kod eozinofila
vrste Polypedates teraiensis (Madhusmita i Pravati, 2014).

Bazofili imaju nepravilno, nekada segmentirano na vise lobusa jedro, tamne ljubicaste
ili plave boje. Unutrasnjost ¢elije bazofila, koju je jako tesko vidjeti, sadrzi brojne tamno plave
granule. Bazofili kod vrste Polypedates teraiensis okrugle su stanice sa velikim
tamnoljubiCasto obojenim granulama preko nepravilnih jezgri kao i cijele stanice (Madhusmita
i Pravati, 2014).

Istrazivanja morfologije krvnih ¢elija radena su i na vrsti Rana rugulosa (Xianxian i
sar., 2022), gdje je konstatovano da nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u veli€ini
eritrocita izmedu spolova, medutim veli¢ina jedra eritrocita muzjaka znacajno je veca od istih
kod zenki. Kod pomenute vrste konstatovano je da su medu granulocitima najmanji bili
bazofili dok su najve¢i bili neutrofili.

Madhusmita 1 Pravanti (2012) istraZivali su oblike 1 forme krvnih ¢elija tokom razvoja
punoglavaca vrste Polypedates teraiensis, gdje je utvrdena odredena Kkorelacija u
morfometrijskim promjena tokom razli¢itih stadija razvoja ove vrste. Navedena istraZivanja
predstavljaju pocetke istrazivanja hematologije punoglavaca.

Zastupljenost pojedinih formi leukocita

Zastupljenost pojedinih formi leukocita na istrazivanim lokalitetima predstavljena je
tabelarno (Tabela 1 i 2). Na oba lokaliteta utvrdene su sve forme leukocita kod istrazivane
vrste.

Tabela 1. Zastupljenost pojedinih tipova leukocita na lokalitetu Babice Donje (u %)

Srednja vrijednost Minimum Maksimum SD
Limfociti 54,867 50 61 3,270
Neutrofili 22,067 19 26 2,251
Monociti 2,600 0 7 2,131
Eozinofili 19,600 10 28 4,611
Bazofili 0,867 0 2 0,834
Tabela 2. Zastupljenost pojedinih tipova leukocita na lokalitetu Kop Dubrave (u %)
Srednja vrijednost Minimum Maksimum SD
Limfociti 57,133 49 98 11,753
Neutrofili 20,133 1 26 5,743
Monociti 11,267 0 17 5,405
Eozinofili 6,467 1 13 2,642
Bazofili 5,000 0 19 6,990

Analiza varijanse (ANOVA) u zastupljenosti limfocita nije pokazala znacajnije razlike
izmedu posmatranih populacija (F= 0,51786, p=0,477722), kao i neutrofila (F=1,47359,
p=0,23492). Medutim, ustanovljena je znaCajna varijacija u zastupljenosti bazofila
(F=5,17163, p=0,03082), monocita (F=33,38036, p<0,00001) i eozinofila (F=91,62327,
p<0,00001).
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Podaci iz literature o diferencijalnoj krvnoj slici vrste Bufo bufo nisu nadeni. Utvrdeni
rezultati uporedeni su sa drugim vrstama Zaba iz ovog, ali i drugih rodova (Tabela 3).

Tabela 3. Pregled istrazivanja diferencijalne krvne slike zaba

Vrsta N L N M E B lzvor
(%) | (%0) | (%) | (%) | (%)

Bufo bufo 30 | 56,0 | 21,1 | 69 | 13,0 | 29 Nasi rezultati

Bufo arenarum 12 | 60,9 | 27,3 | 1,7 3,7 3,8 (Chiesa i sar., 2006)
Bufo arenarum 24 | 64,0 | 20,9 13 | 13,7 | 0,0 (Cabagna i sar., 2005)
Bufo americanus 27 | 20,0 | 68,0 | 15 3,3 7,4 (Forbes i sar., 2006)
Bufo alvarius * 37,0 | 48,0 | 50 9,0 1,0 (Cannon i Cannon, 1979)
Bufo fowleri 6 723 | 85 0,8 8,5 9,8 (Davis i Maerz, 2009)

Bombina bombina 31 | 51,6 | 250 | 126 | 3,9 7,6 | (Wojtaszek i Adamowicz, 2003)

Rana catesbeiana 14 | 629 | 220 | 0,6 8,9 2,5 (Cathers i sar., 1997)
Rana catesbeiana 302 | 26,8 | 60,9 | 29 5,8 3,5 (Coppo i sar., 2005)
Rana catesbeiana** | 40 | 73,0 | 23,8 | 0,3 3,6 2,3 (Davis i Maerz, 2009)
Rana pipiens 50 | 534 | 26,5 | 110 | 7,3 4,4 (Rouf, 1969)

Rana pipiens 18 | 554 | 11,3 | 41 | 10,1 | 19,2 (Maniero i Carey, 1997)
Rana pipiens 14 | 254 | 61,8 | 5.2 7,0 1,8 (Bennett i Alspaugh, 1964)
Rana esculenta 136 | 57,6 | 15,2 0,5 14,4 | 12,4 (Romanova i Romanova, 2003)
Rana clamitans 35 | 66,0 | 16,0 1,0 17,0 1,0 (Shutler i sar., 2009)
Acris c.crepitans 79 | 68,3 | 22,4 2,7 1,6 50 (Davis i Durso, 2009)
Xaenopus laevis 10 | 30,1 | 26,5 1,6 1,2 40,5 (Hadji — Azimi i sar., 1987)
Glyphoglossus 18 | 41,6 | 26,3 | 22,7 1,1 8,3 (Ponsen i sar., 2008)
molossus

N — broj jedinki, L — limfociti, N — neutrofili, M — monociti, E — eozinofili, B — bazofili, * nepoznat broj jedinki,
** juvenilne forme.

Srednje vrijednosti ucestalosti leukocita posebno su podloZzne variranju, §to se moZze
vidjeti u podacima prikazanim u tabeli 3. Razlog za ovu poveéanu varijabilnost moze se
pripisati raznim faktorima. Jedan od njih mogao bi biti veliki uticaj hormona stresa
(glukokortiokoida) na leukocite koji se nalaze u krvi vodozemaca, S$to znaci da ako je zaba
izloZzena stresu prije ili tokom uzimanja uzorka krvi, dolazi do poremecaja frekvencije
razli¢itih tipova leukocita. Sa prilivom glukokortikoida dolazi do porasta broja prisutnih
neutrofila u krvi, koji se povlace iz rezervi u kostanoj srzi. MoZe se o€ekivati i smanjenje broja
limfocita koji se nalaze na brisevima krvi jer se ova bijela krvna zrnca drze za endotelne celije
krvnih sudova kada je krastaca pod stresom (Bennett i Alspaugh, 1964; Davis i Durso, 2009).
Medutim, dodatna literatura pokazuje da odnos limfocita i neutrofila ne mora da ukazuje na
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stres neposredno prije ili tokom uzimanja uzoraka krvi, ali moze biti vazan znak postojecih
stresora ili poremecéenih uslova zivota u stanistu vrste (Davis i sar., 2009).

Povecanje zastupljenost eozinofila u krvi i smanjene frekvencije bazofila moze se
povezati sa prisustvom parazita u uzorcima krvi. Neophodno je sprovesti detaljna istrazivanja
0 parazitima krvi vodozemaca i tek onda ukazati na njihov uticaj u pogledu zastupljenosti
pojedinih formi leukocita u krvi. Varijante frekvencije bazofila ne mogu se objasniti samo gore
navedenim elementima, ve¢ i potencijalnom virusnom infekcijom (Forzan i sar., 2017).

ZAKLJUCAK

Ovaj rad ukazuje na vaznost postojanja kompletnog ili §to opSirnijeg registra podataka
o biologiji svih vrsta koje nas okruzuju, pa tako i vrste Bufo bufo. Mnogi unutrasnji i spoljasnji
elementi za koje su potrebna opsezna istrazivanja, ukljucuju¢i hematologiju 1 upravo
hematoloske parametre taksona, mogu uticati na bilo koji aspekt biologije vrste i dovesti do
promjena u njenoj otpornosti, prilagodljivosti, brojnosti 1 na kraju do ugroZenosti.
Hematoloski parametri jasan su pokazatelj promjena u zivotnoj sredini, tako da bi ovakva i
sli¢na istrazivanja trebalo intenzivirati, posebno uzimajuc¢i u obzir ¢injenicu da podataka o
hematologiji istrazivane vrste skoro i nema. Preporucujemo da se buduca istrazivanja
fokusiraju na uticaj potencijalnih stresora u stvaranju razli¢itih hematoloskih parametara kod
Zaba.
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