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Sazetak

Infekcija mladi lubina bakterijom Vibrio alginolyticus kao posljedica stresa

uzrokovanog tehnoloSkim pogreSkama i nepravilnom manipulacijom

Mlad lubina Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758) u hrvatskim mrjestiliStima,
nakon stresa uzrokovanog transportom i manipulacijom, ¢esto obolijeva od vibrioze
nedovoljno istrazene etiologije. Infekcije su do sada uglavnhom pripisivane
bakterijama iz roda Vibrio i lijeCene bez pravilno odredene terapije (antibiograma) s
formaldehidom i trimetosulom. U ovom istraZivanju su znakovi pojave bolesti uoceni
nakon transporta ribe iz mrjestiliSta u uzgojne bazene s optimalnom kvalitetom
morske vode temperature od 18 — 20 °C. Neposredno nakon pojave simptoma
bolesti (u svibnju 2009.) uzrocnik je izoliran iz oboljele mladi lubina mase 1 — 2 g i
potom je obavljena PCR identifikacija i napravljen antibiogram. Uzro¢nik infekcije je
identificiran kao bakterija Vibrio alginolyticus koji se sve ¢eSée opisuje kao uzrocnik
oboljenja lubina i komarée na uzgajalistima u Sredozemlju, dok u hrvatskim
uzgajalistima i mrjestiliStima do sada nije bio zabiljezen. Od niza testiranih antibiotika,
patogen je pokazao najvecu osjetljivost na flumekvin (AR3), a neSto manju prema
nedopustenom kloramfenikolu (Cg3) i oksitetraciklinu (T3). Mlad je uspjesSno lijeéena
flumekvinom u dozi od 3 g aktivhe supstance / 100 kg ribe, te kroz period od 10 dana
pokazala smrtnost od 29,4%, dok je uzorak lijeCen formaldehidom i trimetosulom
pokazao smrtnost od 62,3%. Ovim je radom dokazana mogucnost uspjesne
identifikacije ove vrste bakterije i odreden je uspjeSan tretman flumekvinom, te bi u
buduc¢im sluajevima pojave slicnih simptoma u uzgoju trebalo primijeniti opisani

postupak.

Kljuéne rije€i: mlad lubina / stres / vibrioza / Vibrio alginolyticus / tretman

antibioticima



Infection of European sea bass juveniles with Vibrio alginolyticus as a result of

stress caused by faults in technology and improper handling

Outbreaks of a vibriosis with an insufficiently identified etiology are occurring in
sea bass Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758) hatcheries along the coast of Croatia
as a result of stress caused by transport and manipulation of juvenile fish. Infections
have been attributed to species from the genus Vibrio and treated, without
determinating the proper therapy (antibiogram), with a combination of formaldehyde
and trimethosul. In this study, symptoms of vibriosis were recorded after transporting
juvenile fish from a hatchery to culture tanks with optimal seawater quality and a
temperature of 18 — 20 °C. At the first sign of disease (in May 2009), the pathogen
was isolated from infected sea bass juveniles weighting 1 — 2 g, identified using PCR
and tested for sensitivity to antibiotics. The infective agent was identified as Vibrio
alginolyticus, frequently described as the cause of disease outbreaks in sea bass and
sea bream farms across the Mediterranean, while not determined as a cause of
disease in Croatian aquaculture facilities so far. Antibiotic sensitivity tests of the
bacteria indicated that the isolate was highly sensitive to flumequine (AR30) and
somewhat less sensitive to the not permitted chloramphenicol (C30) and
oxytetracycline (T30). The fish was successfully treated with a flumequine dose of 3 g
of active substance / 100 kg of fish over a 10 day period. Fish treated with flumequine
exhibited a total mortality of 29,4%, while fish treated with a combination of
formaldehyde and trimethosul had a total mortality of 62,3%. This study confirms the
possibility of successful identification of this species of bacteria and provides an
efficient antibiotic treatment. In future cases of the occurrence of similar symptoms in

aquaculture farms, it would be advisable to apply the described procedure.

Keywords: sea bass juveniles / stress / vibriosis / Vibrio alginolyticus / antibiotic

treatment



1. Uvod

Uzgoj bijele morske ribe u Republici Hrvatskoj se prvenstveno zasniva na
uzgoju lubina Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758) i komarle Sparus aurata
(Linnaeus, 1758) (Katavi¢, 2004). Prema podacima Drzavnog zavoda za statistiku
(DZS, 2009) u 2008 akvakulturna proizvodnja bijele ribe u Hrvatskoj iznosila je 4.500
tona, od toga 2.700 tona lubina i 1.800 tona komarce (tablica 1.). Proizvodnja mladi
provodi se u jednom vecem i tri manja mrjestiliSta i danas se ukupno proizvede oko

10.000.000 komada mladi lubina i komarc€e godisSnje (Jug-Dujakovi¢, 2008).

Tablica 1. Akvakulturna proizvodnja lubina i komarce u Hrvatskoj od 1999. do 2008.

(DZS, 2009).

Godina Komaréa Lubin Ukupno
1999 450 1300 1750
2000 800 1300 2100
2001 800 1700 2500
2002 700 1800 2500
2003 850 1573 2423
2004 700 2300 3000
2005 1000 2000 3000
2006 1050 2400 3450
2007 1150 2800 3950
2008 1800 2700 4500

Od samog pocetka uzgoja morskih riba, osnovni uzrok ekonomskog gubitka u
svim svjetskim mrjestiliStima i uzgajaliStima predstavljaju oboljenja uzgojnih
organizama, | to posebno li¢inki i mladi (Kubota i Takakuwa, 1963; Anderson i
Conroy, 1970). U ovom smo radu obradili pojavu i razvitak bakterijske bolesti uslijed
stresa uzrokovanog propustima u organizaciji, te tehnoloskim i sanitarnim rjeSenjima
U uzgojnim sustavima. Potaknuti vrlo ¢estom pojavom masovnog bakterijskog
oboljenja li¢inki i mladi lubina u hrvatskim uzgajaliStima, odlu€ili smo provesti
etioloSko istrazivanje u svrhu otkrivanja toénog uzro¢nika pojave ove Ceste bolesti i

odgovarajuceg tretmana lije€enja.



1.1. Stres i pojava bolesti

1.1.1. Uzrok stresa

Ribe su Cesto izloZene stresu u umjetnom uzgoju (uzgajaliSte, laboratorij), ali i

u prirodnom okruzenju. Stres je stanje u kojem organizam ne moze odrZavati

normalnu unutrasnju ravnotezu, odnosno homeostazu, zbog utjecaja razli€itih

¢imbenika. Do njega dolazi kada se ribu stavi u uvjete koji su izvan njenih normalnih
granica tolerancije. Postoji niz uzroénika stresa koji se nazivaju stresori, a dijele se

na kemijske, bioloske, fizikalne i proceduralne (Francis-Floyd, 1990; Fijan, 2006).

Kemijski stresori su:

1. Neodgovarajuci sastav i nagle promjene svojstava vode (neprikladan pH, slanost
itd.) ,

2. Zagadenost vode otrovnim tvarima (namjerna — tretmani kemoterapeuticima,
nenamjerna — pesticidi, izlijevanja otpadnih voda koje sadrze organske i
anorganske polutante, i dr.),

3. Neodgovarajuéi ili naglo promijenjen sastav prehrane (vrsta i postotak
bjelanevina, aminokiselina i dr.),

4. Visoke koncentracije metaboli¢kih izluCevina (amonijaka, nitrita, i dr.) (Francis-
Floyd, 1990; Fijan, 2006).

BioloSki stresori su:

1. Velika gustoc¢a populacije,

2. Inter i intraspecificni socijalni odnosi (agresija, teritorijalnost, prostorne potrebe za
plivanje, medusobno netrpeljive vrste, strah od grabezljivaca),

3. Promjene uslijed zaraznih i/ili nametni¢kih bolesti (Francis-Floyd, 1990; Fijan,

2006).

Fizikalni stresori su:

Promjena temperature (¢imbenik koji najviSe utjeCe na imuni sustav riba),

Osvijetljenje (duljina trajanja i intenzitet) ili boje koje nadrazuju,

Zvukovi,

Otopljeni plinovi (nedostatak kisika, prezasi¢enost kisikom ili drugim plinovima),

Udar elektri¢ne struje i dr. (Francis-Floyd, 1990; Fijan, 2006).

o~ w0 N

Proceduralni stresori, ujedno i najées¢i uzrok oboljenja riba u uzgajalistima i

mrjestiliStima, su:



1. Manipulacija tijekom uzgoja (selekcija, premjestanje ribe u drugi kavez ili bazen,
izlov i dr.),

2. Manipulacija tijekom prijevoza,

3. Tretmani kod bolesti (Francis-Floyd, 1990; Fijan, 2006).

1.1.2. PonaSanjeribe

Znakovi stresnog stanje riba se vidljivo o€ituju u promjeni njenog ponasanja. U
prirodnom okruzenju, to se odnosi na aktivnosti hranjenja, izbjegavanja predatora,
lov plijena, migracije i odabira staniSta, koje su kriticne za prezivljavanje jedinki, pa
tako i populacije (Little, 2002).

Promjene u ponasanju mogu trajati od par minuta do par tjedana prije nego se
vrate u pocCetno stanje, a ovise 0 snazi i duZini trajanja stresora (Schreck i sur.,
1997).

Kao u prirodi, svaka promjena zivotnih uvjeta unutar bazena, takoder se
odrazava na ponasanje riba. Iskusni zaposlenici mogu redovitim pregledima otkriti
sve nepravilnosti u uzgojnoj sredini. Prema Moretti i sur. (1999) znakovi normalnog
ponaSanja zdravih riba su:

e potpuna kontrola plivanja

e uspjesno hranjenje

e brza reakcija na iznenadne podrazaje (npr. na zamah rukom poviSe bazena)

e pravilna obojenost (srebrno siva umjesto crna)

e okupljanje ispod hranilica

e zauzimanje Citavog volumen bazena

e izostanak okupljanja oko dovoda svjeze morske vode ili izvora zraka, odnosno

kisika (javlja se kod manjka kisika u bazenu)

1.1.3. FizioloSka reakcija na stres

Pri odgovoru na stresore glavnu ulogu imaju osovine mozak — simpaticki ziv€ani
sustav — kromafinske stanice, te mozak - hipofiza — interrenalne stanice (Wendelar
Bonga, 1997). Brzo izlu€ivanje katekolaminskih hormona iz kromafinskih stanica u
bubregu uzrokuje trenutnu pripravnost za visoki stupanj aktivnosti i bijeg, a
kortikosteroidi iz interrenalnih stanica u bubregu upravljaju sporijim promjenama.

(Wendelar Bonga, 1997; Fijan, 2006). Dolazi do poremecaja osmoregulacije zbog



promjene u metabolizmu minerala. U tom slu€aju slatkovodne ribe apsorbiraju vece
koli¢ine vode iz okoliSa, a morske ribe gube vodu iz tijela. Zbog ovog poremecaja ribe
trebaju usmjeriti dodatnu energiju u osmoregulaciju. Ujedno dolazi do ubrzanog
disanja i povecanja krvnog tlaka, te se rezervni eritrociti otpuStaju u krvotok. Upalna
reakcija se ublaZzava i potiskuje hormonima nadbubrezne Zlijezde (Francis-Floyd,
1990; Wendelar Bonga, 1997; Fijan 2006).

1.1.4. Otpor, iscrpljenost i bolest

Ako je riba pod utjecajem stresora moze se tek kratko vrijeme ponasSati i
izgledati normalno, no ubrzano troSi svoje energetske zalihe. To je tzv. faza otpora.
Kada se energetske zalihe iscrpe, a prilagodba na nove uvjete nije uspjela jer su
stresori bili previSe snazni ili je organizam predugo bio njima podvrgnut, dolazi do
iscrpljenosti organizma i podloznosti bolesti (Francis-Floyd, 1990).

Bolest je stanje poremecenosti zivotnih procesa i nastaje kad Stetni ¢imbenici
oStete i aktiviraju, nadvladaju ili onesposobe obrambeni sustav jedinke (Fijan, 2006).

1.1.5. Obrana od bolesti

Infektivni organizmi koji uzrokuju bolesti su naj¢eS¢e prisutni u svim
povrsinskim vodama (Conte, 1992). Kada su ribe pod stresom, njihova sposobnost
da se obrane od napada patogena je oslabljena, pa se stres i njegovi uzroci smatraju
glavnim ¢imbenikom koji pridonosi pojavi bolesti riba u uzgoju (lwama i sur., 1997).
Uzrocnici bolesti ulaze u organizam kroz oSteé¢ene vanjske povrSine — kozu, Skrge,
sluznice osjetnih organa, probavni sustav i tako dalje. Oni koji Zive ili se umnazaju u
unutrasnjim organima ribe moraju nakon prihvacanja prodrijeti kroz neku od povrSina
| svladati taj dio obrane organizma (Fijan, 2006).

Riblja sluz je fizitka barijera koja sprjeCava ulazak patogena iz okoliSa u ribu.
Takoder je i kemijska barijera jer sadrzi enzime (lizozime) i antitijela (imunoglobuline)
koji mogu inaktivirati invazivne organizme. Sluz omogucuje ribi lakSe kretanje kroz
vodeni medij, te je vazna i za osmoregulaciju (Francis-Floyd, 1990; Ellis, 2001; Fijan,
2006).

Ljuske i koza takoder djeluju kao fiziCka barijera koja ribu Stiti od ozljeda. Kada
dode do njihova oStecenja, otvorena su vrata svim patogenim organizmima u okoliSu

da zapoc¢nu infekciju (Francis-Floyd, 1990; Fijan, 2006).



UravnotezZenost sastava i koli¢ine prirodne bakterijske mikroflore koze, Skrga i
probavnog sustava je vazna za odrZzavanje normalnog stanja tih povrSina. Mikroflora
djeluje antagonisticki na bakterijske uzroCnike bolesti, a njena neuravnotezenost
moze biti Stetna. Poremecaj mikroflore u probavnom sustavu moze biti izazvan
primjenom antibiotika i sli€nih lijekova u hrani, te greSkama u hranidbi, dok poremecaj
flore koZe i Skrga najCeSce nastaje pri neprikladnom sastavu i zagadenosti vode
(Shephard, 1994; Ellis, 2001; Fijan, 2006).

Sami ulazak uzrocnika bolesti u organizam ne znaci nuzno i njezinu pojavu.
Pojava bolesti ovisi 0 snazi obrambenog sustava ribe. Obrambeni sustav ili imunitet
se obi¢no dijeli na prirodeni i ste€eni. Ipak, novija istrazivanja imunoloSkih sustava
riba i viSih kraljeznjaka pokazuju sve veéu povezanost i isprepletenost ova dva
sustava. Prirodeni imunoloski odgovor uglavnom se javlja prije steCenog, aktivira
steCeni i odreduje njegov nacin ispoljavanja, te pripomaze u odrzavanju homeostaze
(Fearon i Locksley, 1996; Fearon, 1997).

lako ima ograniéen mehanizam prepoznavanja patogena, ucinkovitost
prirodenog imuniteta u borbi protiv patogena je dojmljiva. On je od osobite vaznosti
za borbu protiv infekcija kod riba. Razlog tome je intristicha neucinkovitost ste¢enog
imuniteta zbog evolutivnog polozaja riba, te njihove poikilotermne prirode. Ovo
rezultira ograniCenom raznolikoS¢u antitijela, sazrijevanju afiniteta i pamdéenja, te
sporom proliferacijom limfocita. Stoga je ste€eni imuni sustav kod riba spor (do 12
tiedana) u odnosu na trenutacni i relativno temperaturno neovisni urodeni imunitet
(Alexander i Ingram, 1992; Ellis, 2001; Du Pasquier, 1982). Komponente prirodenog
imuniteta se naj¢eS¢e dijele na fizitke barijere, te stani¢ne i humoralne Cimbenike
(Magnadottir, 2006).

Upala je nespecifiéni, odnosno prirodeni staniéni odgovor upalnih stanica na
uzroCnika bolesti. To moze biti bakterija, virus, nametnik, gljivica ili toksin. Upalu
karakteriziraju bol, otekline, crvenilo, uzarenost i gubitak funkcije (Francis-Floyd,
1990; Fijan, 2006). To je zastitni odgovor tijela kojim pokuSava: ograditi i unistiti
invazivne organizme sa svrhom usporavanja Sirenja Stete od fizickih i bioloskih
uzroka, unistiti ili ukloniti uzrok oStecenja, te nadomijestiti propale stanice i dovesti do
ozdravljenja (Fijan, 2006). U prirodeni stani¢ni imunitet se ubrajaju fagocitne stanice
(neutrofili i makrofagi), nespecificne citotoksicne stanice (Evans i sur., 2001,
Neumann i sur., 2001) , te epitelne i dentritiCke stanice (Press i sur., 1994; Dalmo i
sur., 1996; Ganassin i Bols, 1996).



Humoralni odgovor se odnosi na otopliene makromolekule u krvi, limfi i
medustanicnoj tekucini koje reagiraju s infektivnim ¢esticama ili organizmima i €ine ih
pogodnim za fagocitozu (Fijan, 2006).

Antitijela (specificni, ste€eni staniéni odgovor) su molekule koje su posebno
sintetizirane da se bore protiv odredenog invazivnog proteina ili organizama. Do
njihove sinteze dolazi kada riba prvi put dode u dodir s invazivnim organizmom, te
Stite ribu od buducih infekcija od strane istog patogena. Izlaganje ribe subletalnim
koncentracijama patogena je od iznimne vaznosti za razvijanje njenog imunoloSkog
sustava. Riba uzgojena u sterilnom okoliSu ¢ée imati jako slabu zasStitu od bolesti.
Takoder, mlade jedinke mogu biti podloZnije bolestima od starijih jer jo§ nemaju

dovoljno razvijen imunoloski sustav (Francis-Floyd, 1990; Fijan, 2006).

1.1.6. Uéinak stresa na zastitne barijere prirodenog imuniteta

Svaki stres uzrokuje promjenu kemijskog sastava sluzi koja obavija ribu i tako
smanjuje njenu ucinkovitost protiv invazivnih organizama. Stres poremeti normalan
omijer elektrolita (Na*, K i CI") to rezultira ve¢om apsorpcijom vode kod slatkovodnih
riba, te dehidracijom kod morskih. Raste potreba za osmoregulacijskom aktivnoSéu
sluzi (Francis-Floyd, 1990).

Stres uzrokovan nestruénom manipulacijom potpomognut je fiziCkim
odstranjivanjem sluzi s ribe. Ovim je degradirana kemijska zastita i osmoregulacijska
funkcija sluzi (u trenu kada je najviSe potrebna). Takoder je smanjena podmazanost
povrSine tijela ribe Sto dovodi do vecéeg trenja i otezanog kretanja kroz vodeni medij i
rezultira potroSnjom dodatne energijje (u trenu kada se energetske zalihe
metaboliziraju). Na kraju, odstranjena je fiziCka barijera koja sprjeCava ulazak
invazivnih organizama. Do poremecaja lu€enja sluzi dolazi i pri raznim kemijskim
tretmanima, kao na primjer kod primjene lijekova (Francis-Floyd, 1990).

Ljuske i koza riba se najCeSce osStecuju pri nepravilnoj manipulaciji. Svaka
otpala ljuska i napuknuce koze omogucuje invazivnim organizmima laksi ulazak u
tijelo. OSte¢enja mogu uzrokovati i druge ribe, ali i razni nametnici (Francis-Floyd,
1990).

Ribe s mnogo nametnika Cesto uginu od sekundarnih bakterijskih infekcija;

prisutnost nametnika, posljedi€na mehani¢ka oStecenja i stanje stresa olakSavaju



bakterijama iz okolnog medija da napadnu ribu i uzrokuju letalnu bolest (Francis-
Floyd, 1990).

1.1.7. Uéinak stresa na steéenu imunost

Brojni ambijentalni ¢imbenici utjeCu na steCenu imunost. Tako primjerice,
temperaturni stres pri naglom padu temperature ili koncentracije kisika u moru
drasticho smanjuje sposobnost otpusStanja antitijela. Ovo uzrokuje kaSnjenje
imunoloSkog odgovora, Sto Cesto daje invazivnim organizmima priliku da se
razmnoze do te mjere da preplave ribu i uzrokuju bolest (Francis-Floyd, 1990).

Kratkoro¢no drzanje riba u velikoj gusto¢i unutar uzgojnog sustava ée vec
uzrokovati smanjenje fagocitne aktivnosti leukocita, te stvoriti stanje imunodepresije
(Ortufio i sur., 2001).

Stres koji traje kroz duZzi period vremena, takoder znatno smanjuje ucinkovitost
specificnog imunoloskog odgovora, ¢ime je, opet, pove¢ana mogucnost invazivnhog

organizma da uzrokuje bolest (Francis-Floyd, 1990).

1.1.8. Otpornost na bolest

Kada dode do pojave bolesti unutar neke populacije, ne obolijevaju i ugibaju
odmah sve ribe. Mnogo je ¢imbenika koji utje€u na imuni odgovor pojedinih jedinki na
potencijalne patogene. Patogen (virus, bakterija ili nametnik) mora biti sposoban
uzrokovati bolest, domacin (riba) mora biti u osjetljivom stanju i odredeni okoliSni

¢imbenici moraju biti prikladni da bi doslo do pojave bolesti (Francis-Floyd, 1990).

1.1.9. Tijek bolesti

Tijekom bolesti odvijaju se dva procesa: s jedne strane Stetni ¢imbenik oStecuje
organizam ili neki njegov dio, a s druge strane obrambeni sustav i obnavljanje tkiva
nastoje neutralizirati Stetni ¢imbenik i oSte¢enja. Kada obrambeni sustav nadvlada
uzrok bolesti, riba ¢e ozdraviti. Ako obrana posve oslabi, oporavak postaje nemoguc i

uginuce je neminovno (Fijan, 2006).



1.2. Prevencija stresa

lako je nemoguce izbjeci stres pri rukovanju ribom, potrebno ga je svesti na

minimum. U tu svrhu su uvedene odredene smjernice kako bi se pomoglo

uzgajivaCima da Sto viSe ublaZze cimbenike stresa kojima su izloZeni uzgajani

organizmi. Konkretno, za prijenos ribe iz licinackih bazena u bazene za mlad navode

se slijede¢e mjere koje se mogu primijeniti i kod svakog drugog rukovanja ribom
(Moretti i sur., 1999):

dan prije pripremiti svu opremu, dobro je odistiti i dezinficirati

svaki zaposlenik mora biti dobro uvjezban i to¢no znati svoje obveze kako bi
se postupak obavio Sto brze i sa Sto manje oSteCenja organizama

ako je moguce, obaviti prijenos rano u jutro (kada je temperatura niza,
posebno u ljetnim mjesecima)

3 do 4 dana prije, ribe bi trebale primiti povec¢anu dozu vitamina C (do 10.000
mg/kg hrane) u svojoj prehrani

ne hraniti ribu 24 sata prije prijenosa

temeljito ocistiti dno bazena prije prikupljanja ribe kako se ne bi zagadio
prijenosni medij

treba imati zalihu Cistog kisika u blizini u slu¢aju nuzde

treba pokusSati ne dodirivati ribu, te ne dopustit da iskace ili se zadrzava izvan
vode

nikad se ne smije staviti prevelika koncentracija riba u jedan spremnik

ne dopustiti da prljava voda ude u bazene za mlad, te da posude u kojima se
prenose dodirnu pod prije uranjanja

Sto viSe skratiti period u kojem su ribe bez aeracije i izmjene vode

kada dodu u novu sredinu, potrebno je nahraniti ribu Sto je prije moguce, kako
bi se izbjegao kanibalizam

odmah nakon prijenosa hraniti s mnogo Zive hrane (metanauplijima artemije)
kako bi se brzo oporavile (Moretti i sur., 1999).

Selektiranje se obavezno treba provoditi jer ¢ak i ribe iz istog mrijesta

pokazuju razliCite stope rasta, Sto rezultira da se u jednom bazenu istodobno nalaze

ribe koje su duplo vec¢e od drugih. Agresivho ponaSanje vecih riba, te neprirodne

grupacije unutar bazena ubrzo dovode do kanibalizma (Moretti i sur., 1999). Kod

vrste Lates calcarifer (Bloch, 1790) zabiljeZeno je da Zrtve kanibalizma mogu biti 61 -



67% veliCine napadaca (Parazo i sur., 1990). Preporu¢a se da varijacija u veli€ini
mladi unutar jednog bazena bude manje od 10% (Moretti i sur., 1999).

Ako se ne kontrolira, kanibalizam moze postati bitan uzroénik stresa i
smrtnosti. Uz socijalni stres, napadnute jedinke zadobivaju i mehani¢ka oStecenja Sto
otvara put patogenim organizmima da zapoCnu sekundarne infekcije. Najbolje
rieSenje je redovito selektiranje ribe i odvajanje u homogene veli€inske kategorije.
Selektiranje se postize prolaskom ribe kroz niz sortirki razliite veli€ine. To su
najcesce plasticne posude koje umjesto dna imaju reSetke od nehrdajuéeg cCelika.
Udaljenost izmedu Sipki je kalibrirana prema veli€ini ribe koja moze pro¢i (Moretti i
sur., 1999).

Ispravan proces selektiranja je slijededi:

e prikupiti svu ribu iz bazena i drzati je u plutaju¢em kavezu (PVC okvir i mreza
malog oka)

e postaviti joS 2 plutaju¢a kaveza u bazen, te u njih staviti 2 sortirke jednu u
drugoj (sortirka s ve¢im otvorima je na vrhu, a s manjim na dnu)

e skupiti mrezicom prikupljenu ribu i polako je ulijevati u naslagane sortirke

¢ lagano pomicati sortirke da ribe lakSe produ kroz reSetke

e ribe iz gornje sortirke prebaciti u jedan plutajuci kavez ili ravno u predvideni
bazen

e ponoviti s drugom sortirkom

¢ najmanje ribe produ obje sortirke i tada se nalaze u plutaju¢em kavezu, te ih
se prebacuje u predvideni bazen

e ponoviti proceduru dok sve ribe nisu sortirane

e pri rukovanju ribom, drzati se mjera opreza prethodno navedenih za njihov

prijenos (Moretti i sur., 1999).

Kada riba dosegne veli¢inu od 2 do 5 g, izlovljava se iz bazena za mlad i
prebacuje u kaveze u moru ili bazene za predrast. Prijenos riba unutar farme gdje se
nalazi i mrjestiliSte je jako kratko i ne zahtijeva posebnu opremu. Ribe se obi¢no
stavljaju u cilindricne spremnike koji se prevoze traktorom ili malim kamionom do
odrediSta. Voda se obogacuje kisikom kao mjera sigurnosti (Moretti i sur., 1999).

Ako je uzgajaliste jako udalieno od mrjestiliSta, prijenos je znatno
zakompliciran. Prijevoz ribe na udaljene lokacije je viSedijelna procedura koju treba

detaljno osmisliti kako bi se minimalizirao stres (Piper i sur., 1982).



10

NajcesSc¢i nacin transporta ribe je u spremnicima s izolacijom koji su ugradeni ili
samo postavljeni na kamione. Ovi spremnici mogu biti spojeni na uredaje za aeraciju
ili oksigenaciju, hladenje, te automatski monitoring otopljenog kisika i temperature.

Jos jedan nacin da se mlad prevozi je u plasticnim vrecama koje su 1/3
ispunjene morskom vodom, a 2/3 &istim kisikom. Vreée se stavljaju u kutije izolirane
polistrenom kako bi se temperatura odrZzala niskom tijekom prijevoza. Ovo
funkcionira, ali nije prakticno kada su u pitanju velike koli€ine mladi jer je ovaj nacin
pakiranja poprilicno skup i dugog trajanja. Naj¢eS¢ée se koristi za zracni prijevoz
vrijednog i malog bioloskog materijala, kao Sto su post-li€inke kozica, tropske ribice ili
riblja ikra (Moretti i sur., 1999).

Kako bi se sprijeCio dodatan stres, potrebno je drzati se mjera opreza koje su
navedene za prijenos mladi iz licinackih bazena u bazene za mlad. Zahtjeva se
veoma strogo pridrzavanje ovih mjera zbog dugog vremena prijevoza - od nekoliko
sati do nekoliko dana (Moretti i sur., 1999).

1.3. Prevencija bolesti

Uzgojni sustavi bi se trebali pridrzavati smjernica za prevenciju bolesti, koje
ukljuCuju: pravilno odrzavanje kvalitete vode, odgovaraju¢u prehranu, karantenu
novih uzgojnih organizama, te ispravne sanitarne procedure (Francis-Floyd, 2001).

U kopnenim sustavima, povecano opterec¢enje organskim tvarima, uzrokovano
visokom stopom hranjenja i gustim nasadima organizama, omogucava bujanje
bakterija, gljivica i nametnika. Kako bi se ovo svelo na minimum, potrebno je izmjenu
vode prilagoditi gusto¢i nasada i stopi hranjenja. Nadalje, uzgojni sustav mora biti
dizajniran kako bi se izbjeglo da jedna uzgojna jedinica prima vodu pustenu iz druge.
Takoder, potrebno je redovito uklanjati partikularnu tvar (izmet, nepojedenu hranu,
itd.). Uginula riba je Cesto prijenosnik zaraznih bolesti i onecCiS¢uje vodu dok se
raspada, pa ju je potrebno Sto prije ukloniti (Francis-Floyd, 2001).

Sanitarne procedure ukljuCuju dezinfekciju opreme za viSe uzgojnih jedinica,
CistoCu i prevenciju prijenosa bolesti putem opreme, osoblja ili vode. Jako je vazno
da se sva oprema za CiSc¢enje bazena kemijski dezinficira nakon svake upotrebe i
izmedu razli€itih uzgojnih jedinica. Dezinfekcijske barijere, te mjesta gdje zaposlenici
mogu oprati ruke dezinfekcijskim sapunom je potrebno postaviti na ulazu u zgradu, te

izmedu prostorija. Jednostavan nacin dezinfekcije opreme za CiS¢enje je da se poslije
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koriStenja odlazu ili uranjaju u posude s dezinficijensom. Preporu¢a se opremu
uranjati u otopinu klora koncentracije od 200 mg/l u trajanju od 30 do 60 minuta ili
koncentracije od 100 mg/l u trajanju od nekoliko sati. Klor se nakon toga moze
neutralizirati dodavanjem natrijevog tiosulfata; 15 g natrijevog tiosulfata ce
neutralizirati klor u 10 litara otopine od 200 mg/l (Francis-Floyd, 2001). Uzgojni medij
se moze dezinficirati s klorom ili jodom, ali zbog mogucih negativnih sekundarnih
ucCinaka (Pilkington, 1995), te otezane kontinuirane dezinfekcije, danas se najviSe
koriste dezinfekcijski tretmani ozonom ili UV zra¢enjem, narocCito za recirkulacijske
sustave (Losordo i sur., 1999).

Mnogi autori su opisali Zivu hranu kao bitan vektor unosa bakterija u uzgojni
sustav (May, 1973; Sera i Kumata, 1972; Campbell i Buswell, 1983; Muroga i sur.,
1987) i to posebno putem artemije (Chair i sur., 1994; Grisez i sur., 1996), dok drugi
opisuju algalne kulture kao pogodno mjesto za razvoj patogenih bakterija, narocito
kod uzgoja kozica i SkoljkaSa za Cije se potrebe dodaju probiotici (Simon, 1978; Rico-
Mora i sur., 1998).

Uspostava prostora za karantenu unutar akvakulturnog postrojenja smanjuje
rizik unosa zarazenih organizama u sustav (Stickney, 1994). Osim fiziCke izoliranosti
od uzgajanih organizama, za pristigle organizme se moze koristiti zasebna oprema,
osoblje, opskrba vodom i hrana (Lee Delabbio, 2003).

U novije vrijeme cijepljenje je jedna od osnovnih mjera za sprjeCavanje nekih
bakterijskih i virusnih bolesti (Ellis, 1988; Plumb, 1994; Mitchell, 1995). KoriStenje
cjepiva ne sprjeCava ulaz patogena, ve¢ samo povecava minimalnu infektivhu dozu.
Cjepiva su oblik profilaktiCkin mjera jer postaju beskorisna nakon pojave infekcije u
populaciji (Hastings, 1988).

Danas se koriste i imunomodulatori, odnosno tvari koje mijenjaju stanje
imunosnog sustava, tj. pojacavaju ili oslabljuju specifi€an, nespecifi¢an ili oba imuna
odgovora (Fijan, 2006).

1.4. Bolesti lubina

1.4.1. Zarazne i nametnicke bolesti

U tablici 2. su prikazane najznacajnije zarazne i nametni¢ke bolesti lubina,

opisani osnovni klini¢ki simptomi, te mjere tretiranja i profilakse.
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Tablica 2. Najznacajnije zarazne i nametni¢ke bolesti lubina u uzgoju (www.FAOQO.org,
Cultured Aquatic Species Information Program).

BOLEST UZROCNIK TIP ZNAKOVI MJERE
] Dobra profilaksa;
Virusna . ) o . . )
) . Nodavirus Virus Nervni simptomi odrzavanje
encefaloretinopatija ] ) ]
optimalnih uvjeta
Anoreksija; tamnjenje koZze; Cirevi
Listonella anguillarum; na koZi; napuhivanje trbuha; Cijepljenje mladi;
Vibrioza Vibrio ordali; Vibrio Bakterija povecanje slezene; petehijalna tretman
spp krvarenja na crijevima; nekroti¢ni |antibioticima
enteritis
) Anoreksija; tamnjenje; povecanje
) » Photobacterium o - -
Fotobakterioza ili . slezene; milijarne lezije slezene ili |Tretman
damsela subsp. Bakterija . o
pseudotuberkuloza granulomatoza slezene (kroni¢ni |antibioticima
pasteurella )
oblik)
) ) . . . Cirevi na koZi; nekroza; nagrizanje [Tretman
Miksobakterioza Flexibacter maritimus |Bakterija ) o
peraja antibioticima
) ) Mycobacterium . MrSavljenje; slab rast; hipertrofi¢ni )
Mikobakterioza ) Bakterija o ) Dobra profilaksa
marinum bubrezi i slezena s granulomima
o Sliéno rodu . Milijarne kvrzice na kozi ili ]
Epiteliocistis ) Bakterija . Dobra profilaksa
Chlamydia Skrgama
o Amyloodinium ) Tamnjenje koZe; dojam da je koZa [Tretman slatkom
Amilodiniaza Dinoflagelat o .
occelatum prasnjava (barSunasta bolest) vodom
) o o . Lezije koZe; bijele tocke ili bijele  [Tretman slatkom
Kriptokarioniaza Cryptocaryon irritans  |Cilijat ] oL
mrlje s viSe ZariSta vodom
o Philasterides Lezije Skrga i koZe;
Skuticilijatoza; druge | ) L ) . - Tretman slatkom
dicentrarchi; Uronema |Cilijat depigmentacija; ulceracije;

cilijatoze

sp.; Tetrahynema sp.

krvarenja na kozi

vodom

Miksosporidioza

Shaerospora
dicentrarchi; S.
testicularis;

Ceratomyxa labraci

Miksosporidij

Smanjena proizvodnja; smanjena

stopa rasta; niski mortalitet

Nema tretmana

Smanjena proizvodnja; niski

Mikrosporidioza Glugea sp. Mikrosporidij ) Nema tretmana
mortalitet
. |Zamucenost koze; zariSno crvenilo ]
3 _ . Jednorodni . . . . Dobra profilaksa;
Skrzne nametnicke  |Diplectanum aequans; . s viSkom proizvodnije sluzi; . )
metilj odrzavanje

infekcije

D. laubieri

epitelna hiperplazija; krvarenja

Skrga

optimalnih uvjeta
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Infekcija anisakisom |Anisakis spp. Obli¢ Li¢inke u trbusnoj Supljini Dobra profilaksa
Ceratothoa oestroides; Usporeni rast; nekroza Skrznog i

Izopodiaza Nerocilla orbiguyi; Izopodni rak |koznog tkiva; odrasle jedinke i Dobra profilaksa
Anilocra physoides licinke na ribama

1.4.2. Bolesti nezarazne etiologije

Pored bolesti zarazne etiologije joS su CeS¢ée tzv. «bolesti nezarazne
etiologije». Vrlo ¢esto ova skupina bolesti predstavlja primarni poremecaj, na koji se
zarazne bolesti nadovezuju u obliku sekundarnih infekcija. U njih ubrajamo bolesti
prouzroCene fizikalnim, kemijsko-toksicnim, biolosko-toksi¢nim, prehrambenim i
genetskim cimbenicima. U akvakulturi su naj¢eS¢e uzrokovane greSkama u
tehnologiji koje oslabljuju kondiciju, konstituciju, uzrokuju stres ili omoguéuju ulazak i
umnazanje uzroCnika zarazne bolesti. Potrebno je provoditi pravilnu ishranu
uzgajanih organizama, odrzavati optimalne uvjete sredine, paziti na gustocu nasada i
opcenito pravilno rukovati s ribama (Fijan, 2006).

NajceSce fizitko-kemijske promjene u vodenom okoliSu koje se smatraju
Stetnim za ribe u uzgojnim instalacijama su: nagle promjena temperature, pH i
koncentracije otopljenog kisika, povec¢ane koncentracije amonijaka, nitrita, vodikovog
sulfida i ugljik-dioksida, te supersaturacija drugim otopljenim plinovima (Alabaster i
Lloyd, 1980; Svobodova i sur., 1993).

Prema Moretti i sur. (1999) optimalni uvjeti za uzgoj mladi lubina su slijedeci:

e Temperatura vode 18 °C - 22 °C

e Slanost 20 - 25 psu

e Ukupni amonijakalni dusik <1 ppm

e Otopljeni kisik blizu ili preko 100% zasi¢enja

e Fotoperiod 14 h svjetla : 10 h mraka

e Intenzitet osvjetljenja 1000 luxa

e Postepeno povecanje izmjene vode do razine izmjene cijelog volumena svako 2
sata

Sastojci i koliina hrane znatno utje€u na fizioloSko stanje riba i ja€inu njihovog
imuniteta. Bolest mogu uzrokovati nepravilan rezim hranjenja, nedostatak i

neuravnotezenost hranijivih tvari u prehrani, te Stetne tvari u hrani (Fijan, 2006).
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ReZzim hranjenja ima utjecaj na ucinkovitost rasta i iskoriStavanje hrane
(Tsevis i sur., 1992; Azzaydi i sur., 2000). Takoder je vazno poznavati optimalni
rezim hranjenja pri odgovaraju¢im ambijentalnim uvjetima (posebno temperaturi)
kako se ne bi pogorSala kvaliteta uzgojne sredine akumulacijom i razgradnjom
nepojedene hrane u sustavu (Kalogeropoulos i sur., 1992; Russell i sur., 1996; Alexis
i sur.,, 1999; Ng i sur., 2000; Mihelakakis i sur., 2002; Webster i sur., 2002;
Eroldogan, 2004).

Nepovoljni okolisni uvjeti i ishrana u li€inaCkom razdoblju mogu rezultirati
zaostajanjem u razvoju jedinki, slabijom iskoristivoS¢u hrane, nastankom tjelesnih
nepravilnosti, te smanjenim prezivljavanjem. Neke od nepravilnosti u razvoju koje
ujedno smanjuju otpornost organizma i tako pogoduju prodoru patogena u ribu su:
usporeno okoStavanje u odnosu na ubrzani rast li€inki uslijed neadekvatne ishrane
(Gavrilovi¢ i sur., 2009), smanjena kalcifikacija kostiju (Koumoundouros i sur., 2002),
povecano opterecenje zbog miSicne aktivnosti koje rezultira poremecajem
kalcifikacije osovinskog kostura (Kranenbarg i sur., 2005), pojaCana miSi¢na aktivnost
| posljedicno zaostajanje u rastu uzrokovano neaktiviranim ribljim mjehurom (Strujic,
2007).

1.4.3. Zarazne i nametnicke bolesti lubina na hrvatskim uzgajaliStima

Na osnovi sistematskog klini€kog, parazitoloSkog, patoanatomskog,
histopatoloSkog i bakterioloSkog monitoringa uzgajanih riba na hrvatskoj obali
Jadrana, Orai€ i Zrn€i¢ (1998) su utvrdili specificne virusne, bakterijske i nametnicke
patogene koji su €¢esto imali uspostavljene populacije u uzgojnoj sredini. Kod lubina
Su najizrazenija bila bakterijska oboljenja, i to najviSe vrste Listonella anguillarum,
Pasteurella piscicida i Myxobacteria spp. (Orai¢ i Zrn¢i¢, 1998).

ParazitoloSki pregledi lubina su otkrili vrste Trichodina sp. i Diplectanum sp. iz
skupine protozoa, te vrste Caligus sp. i Lernanthropus sp. iz potkoljena Crustacea
(Oraic i Zrnci¢, 1998).

Mladineo (2006) je prva identificirala nametni¢ka oboljenja u kaveznom uzgoju
morske ribe na Jadranu. Kod lubina je utvrdila slijedeée vrste: Amyloodinium
ocellatum, Cryptocaryion irritans, Ceratomyxa sparusaurati, Sphaerospora

dicentrarchi, Polysporoplasma sparis i Diplectanum aequans.
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Ekonomski utjecaj virusnih i nametnickih bolesti u hrvatskoj akvakulturi je mali
ili jo§ nepotpuno identificiran, no bakterijska oboljenja ¢esto uzrokuju veliku smrtnost i

ekonomske gubitke, posebno u mrjestiliStima i rastiliStima.

1.4.4. Vibrioza

Vedina vibrija su sekundarni patogeni koji ¢esto uzrokuju bolest kada su ribe
pod stresom, Sto rezultira velikim mortalitetom. Zato je vibrioza postala bolest koja
uzrokuje najvec¢e ekonomske gubitke u morskom uzgoju ribe (Arulampalam i sur.,
1998). Posljednjih godina Cesta oboljenja li¢inki i mladi lubina s visokim mortalitetima
na hrvatskim uzgajaliStima i mrjestiliStima pripisana su vibriozi nedovoljno
razjaSnjene etiologije. Naime, smatra se da se ova bakterijska infekcija javlja
sekundarno, nakon primarnih nametnickih infekcija na Skrgama. Uzgajivaci lijeCenje
najées¢e provode kombinacijom formaldehida i trimetosula, no bez vecéeg ucinka
(Bonaci¢ i Bjelovucic¢, usmeno priopcenje).

Vibriozu uzrokuju gram-negativne, pokretne bakterije koje su ranije bile
svrstane u rod Vibrio (neki od tih uzroénika prebaceni su u druge rodove kao Sto je
Listonella) (Fijan, 2006). U rod se ubraja viSe od 60 vrsta, uglavhom morskog
porijekla. lako se radi o brojnoj skupini, za sada je utvrdeno da mali broj vrsta
uzrokuje infekcije kod riba. Taksonomija se stalno nadopunjava zbog otkrica novih
vrsta (Igbinosa i Okoh, 2008). One su tipi€an predstavnik morskih bakterija i
rasprostranjene su Sirom svijeta u moru i sedimentu. To su oksidaza pozitivni i
fakultativno anaerobni savijeni Stapi¢i. Vezani su uz povrSinu mnogih morskih
zivotinja i biljaka, kao i otopljene organske tvari. Imaju glavnu ulogu u inicijalnoj
kolonizaciji kao simbionti, ali i kao patogeni (Munn, 2004).

Rast vibrija stimuliraju vode bogate hranjivim tvarima, a poznato je kako
bogatstvo hranjivim tvarima sluzi kao jedan od najvaznijih ¢imbenika koji odreduju
distribuciju bakterija (Arulampalam i sur., 1998). Vecina vrsta je mezofilna, te
zahtijeva NaCl (2 - 3%) za rast (Huss i sur., 2003). Dakle, pojava i proliferacija
populacija vibrija je vezana za morsku ili boéatu sredinu i sezonskog je karaktera,
odnosno ovisi 0 temperaturi i hranjivim tvarima.

Prema istrazivanju koje su proveli JaksSi¢ i sur. (2002) udio pojedinih vrsta iz
roda Vibrio u uzorcima jadranskih riba, rakova i SkoljkaSa sakupljenih na trznici bio je

slijedeci: Vibrio parahaemolyticus 47,83%, Vibrio vulnificus 34,78% i Vibrio



16

alginolyticus 3,42%. U Spanijolskoj je od 1990. do 1996. zna¢ajno porastao postotak
izolacije vrste V. alginolyticus iz oboljelih komar€i i iznosi 13,5% od ukupno 10
identificiranih Vibrio vrsta (Balebona i sur., 1998b). U razdoblju od 1996. do 2000.,
Zorilla i sur. (2003) su nastavili istrazivanje, te su zabiljezili ponovni porast postotka
izolacije vrste V. alginolyticus iz oboljelih komar€i koji je iznosio 21,35% od svih
Vibrio vrsta. Ovim udjelom je V. alginolyticus postao naj¢eS¢e izolirana bakterija od
svih zabiljezenih vrsta u ovom istrazivanju.

Vrsta V. parahaemolyticus je kao uzro¢nik humanih gastroenteritisa prvi put
izolirana u Japanu (Fujino i sur., 1951). Ova vrsta primarno izaziva bolesti kod ljudi i
smatra se da uzrokuje barem Cetvrtinu svih bolesti uzrokovanih hranom (Feldhusen,
2000). Vrsta V. vulnificus, takoder moze izazvati pojavu rana, infekcije tkiva i
primarne septikemije kod ljudi s ve¢ postojec¢im bolestima jetre ili ugrozenim imunim
sustavom. Infekcije su naj¢eSce uzrokovane inficiranjem rana za vrijeme boravka u
slanom vodenom okoliSu (Jaksi¢ i sur., 2002). V. alginolyticus, ali i V. vulnificus su

poznati po toplovodnim vibriozama koje uzrokuju kod riba (Fijan, 2006).

1.4.4.1. Listoneloza

U ovoj skupini, najopasnija i u cijelom svijetu prisutna bolest riba u marikulturi
je listoneloza koju uzrokuje bakterija Listonella anguillarum (donedavno Vibrio
anguillarum). Listoneloza nanosi znacajne Stete u uzgoju lubina. lako moze biti u bilo
koje doba godine nakon stresa (prijevoz, nevrijeme, prekomjerna hranidba, obrasli
kavezi, itd.), naj¢eSc¢a je poCetkom prolje¢a i pri zavrSetku jeseni, kad su oscilacije
temperature mora cesce i vece. Pri akutnom septikemijskom tijeku u vecih lubina
prevladava zacrvenjenost koze i krvarenja na glavi, trbuhu i oko peraja. Anus je ¢esto
ispup&en i crven. Skrge i jetra su blijedi, slezena povecana, crijevo katralno upaljeno,
a peritoneum posut krvarenjima. Riblji mjehur je proSiren pa oboljela riba bezvoljno
pliva uz povrsinu, a leSine plutaju. U oboljelih mladunaca znaci septikemije su obi¢no
manje ili slabo izrazeni. Smrtnost moze dosec¢i i 25 - 35%, narocCito u mladunaca
(Fijan, 2006).

1.4.4.2. Toplovodne vibrioze

Toplovodne vibrioze javljaju se u nekoliko vrsta riba prouzro¢ene bakterijama

V. alginolyticus, V. harveyi, V. vulnificus, V. splendidus, V. fulnisii, te Photobacterium
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damselae. Znaci i ostale karakteristike tih bolesti veoma su sliéni onima kod
listoneloze. Mogu prouzrociti zna¢ajnu smrtnost. Imunoprofilaksa kod mladih i starijih

jedinki je djelomi¢no uspjesna (Fijan, 2006).
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2. Materijali i metode

2.1. Prihvat bolesne mladi i postavljanje pokusa

Riba mase 1 - 2 g je iz mrjestiliSta udaljenog 200 km dopremljena krajem
svibnja u plasti€nim transportnim bazenima u TehnoloSki i poslovno — inovacijski
centar za marikulturu MARIBIC na daljnji uzgoj u mikrobioloSki ispravnoj busotinskoj
vodi konstantne temperature 18 °C — 20 °C i slanosti 30 psu. Tijekom prijevoza
koncentracija otopljenog kisika je odrzavana na optimalnoj razini od 80% do 120%
zasi¢enosti. Dan nakon nasadivanja mladi u uzgojne bazene, utvrdeni su znaci
bolesti koji su se manifestirali promjenom ponasSanja i pojavom krvarenja u podrucju
glave i repa. Po pojavi prvih simptoma bolesti kontaktiran je tehnolog u mrjestilistu iz
kojeg je riba dopremljena. Prema njegovim navodima radilo se o akutnoj vibriozi, koja
se javlja gotovo svake godine tijekom proizvodnje mladi i manifestira prvenstveno na
Skrgama nakon primarne nametni¢ke infekcije, te predstavlja znacajan problem u
vecini hrvatskih mrjestiliSta. Prema rezultatima do sada provedenih analiza u
Hrvatskoj i Italiji mlad je tretirana formaldehidom i trimetosulom. Kako se radi o maloj
veli¢ini jedinki, reCeno je da dalja izolacija uzroCnika nije moguca, a navedeni
tretmani nisu dostatni za iskorjenjivanje bolesti. Naime, bolest se javlja kontinuirano u
vecini hrvatskin mrjestiliSta, pri ¢emu su mortaliteti izrazeni nakon transporta,
selekcije i drugih sli¢nih stresnih situacija (Bonaci¢ i Bjelovucic¢, usmeno priopcenje).

Odludili smo dva uzgojna bazena tretirati na opisani nacin (formaldehidom i
trimetosulom), a uzroCnika identificirati, te ukoliko se radi o bakteriji napraviti
antibiogram kako bi se utvrdio djelotvoran lijek kojim bi se tretirala mlad u ostalim
uzgojnim bazenima. Pri tome, parazitoloSkom pretragom koze i Skrga nije utvrdena
nametni¢ka infestacija, te su uzorci poslani na mikrobiolosku i PCR dijagnostiku u

laboratorij Zavoda za istraZivanje mora i okoliSa Instituta ,Ruder Boskovic".

2.2. Slanje uzoraka na mikrobioloSku pretragu

Bolesna mlad je mrezicom izdvojena iz populacije i pakirana u PVC vrece
volumena 50 litara. Vre¢e su ispunjene 1/3 filtriranom morskom vodom iz uzgojnog
sustava. Ostatak volumena je nadopunjen kisikom, te je vrh vreée &vrsto zavezan

kako ne bi propustio plin. Vrec¢e su tada poloZene u termoizolirajuce kutije koje su
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ispunjene ledom i termoizolirajuéim materijalom za pakiranje. Tako zapakirani uzorci
poslani su autobusom na mikrobioloSku pretragu. Vrijeme transporta je bilo oko 8

sati.

2.3. ldentifikacija uzroénika mikrobioloSkim metodama

Inicijalni bakterijski izolati su dobiveni iz homogeniziranog tkiva skupnih
uzoraka mladi. Kako bi se dobilo razrjedenje 1:10, asepti¢no izvagano tkivo mladi je
homogenizirano u sterilnim plastiénim vrecicama koriste¢i primjereni volumen
fosfatnog pufera (Phosphate Bufered Saline, Merck). Dobivena suspenzija je serijski
razrijedena upotrebom fosfatnog pufera. Na petrijeve posude s TCBS agarom
(Tiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose, BD) inokulirano je po 1 ml serijski razrijedenog
uzorka. Petrijeve posude su inkubirane na 35 °C + 0,5 °C u trajanju od 24 sata.
Dobivene karakteristicne kolonije su presadene na podloge s TCBS agarom za
identifikaciju (Whitman, 2004).

2.4. Antibiogram

Antibiogram je raden disk difuzijskom metodom prema Nagli¢u i sur. (1992),
uz upotrebu Mueller-Hinton 1l agara (BBL). Diskovi s antibioticima su €uvani na
temperaturi ispod 8 °C, te puSteni da se zagriju do sobne temperature prije upotrebe.
Kako bi se standardizirala gusto¢a inokulata (0,5 MacFarland standard), koriSten je
Vitek Systems ATB 1550 (bio Mérieux).

Odabrane su kolonije za inokulaciju na Mueller-Hinton 1l agaru. Sterilnom
bakterioloSkom uSicom se dodirnuo vrsni dio kolonije, te je prebacen u odgovarajuée
ampulice koje su sadrzavale 5 ml suspenzionog medija (bio Mérieux). Inokulat,
gusto¢e od 0,5 po McFarland standardu, je upotrebom sterilne plasticne pipete
nanesen na suhu povrSinu Mueller-Hinton 1l agara. Nakon pet minuta, otpipetiran je
suviSak bakterijskog inokuluma te su podloge ostavljene par minuta kako bi se osusio
viSak vlage. Nakon toga su postavljeni diskovi s antimikrobnim tvarima u razmacima
vec¢im od 24 mm izmedu njihovih sredista.

Petrijeve posude s Mueller-Hinton 1l agarom su okrenute i stavljene u
inkubator na 35 °C. Nakon 24 - 48 sati aerobne inkubacije svaka je petrijeva posuda

pregledana i ravnalom su izmjereni promjeri zona inhibicije bakterijskog rasta.
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Testirana je osjetljivost izoliranih bakterija upotrebom diskova proizvodaca BD-
BBL: ampicilin (AMyo), kloramfenikol (Czo), eritromicin (Eis), nitrofurantion (F/Masqo),
norfloksacin (NOR10), novobiocin (NBs), oksitetraciklin (T3), penicilin  (P1p),
piperacilin (PIP100), sulfametoksazol + trimetoprim (SXT), flumekvin (AR3), tetraciklin
(TEs3p) i trimetoprim (TMPs).

2.5. ldentifikacija patogena PCR metodom

Za identifikaciju izoliranih bakterija upotrijebljena je metoda lanane reakcije
polimerazom (eng. polymerase chain reaction, PCR), kojom su umnozeni dijelovi
gena 16S rDNA i podjedinice B DNA giraze (gyrB). Ukupna DNA bakterija je
izdvojena kompletom DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen) prema protokolu
proizvodaca. U reakciji PCR koristeno je 5 pl DNA u smjesi koja je sadrzala: 1 x PCR
pufer, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 40 pmol pocetnica, 1 U Platinum Tag DNA
polimerazu (Invitrogen) i sterilnu vodu u ukupnom volumenu 50 pul. Upotrijebljene su
univerzalne pocetnice: ULF500 5-GCCTAACACATGCAAGTCGA-3' i ULR500 5'-
CGTATTACCGCGGCTGCTGG-3' za umnoZzavanje dijela gena 16S rDNA, te GYR1
5-CAYGCNGGNGGNAARTTYGA-3 | GYR1IR 5-CCRTCNACRTCNGCRTCNGT-3
za umnozavanje dijela gena gyrB (Avaniss-Aghajani i sur., 1996; Izumi i sur., 2007).
Reakcija se sastojala od pocetnog ciklusa od 5 minuta pri 94 °C, dalje se provodila u
35 ciklusa pri sljede¢im uvjetima: 30 sekunda pri 94 °C, 45 sekunda pri 56 °C, 1
minuta pri 72 °C, te je uslijedio zavrsni ciklus od 10 minuta pri 72 °C. Elektroforezom
u 1,7% gelu agaroze provjereni su produkti reakcije PCR. Oni su zatim prociséeni i
klonirani, te je plazmid s integriranim PCR produktom upotrijebljen za transformaciju
kompetitivnih stanica kompletom TOPO-TA cloning Kit (Invitrogen). Izdvajanje i
prociséavanje plazmidne DNA izvr§eno je kompletom PureLink™ Quick Plasmid
Miniprep Kit (Invitrogen), nakon ¢ega je izvrSeno odredivanje sljedova nukleotida na
uredaju ABI PRISM® 3100-Avant Genetic Analyzer (DNA Servis, Institut Ruder
BoSkovi¢, Hrvatska). Dobiveni sljedovi nukleotida su usporedeni s postojecim
sljedovima u banci podataka GenBank upotrebom programa Blast (Altschul i sur.,
1997), te medusobno sravnjeni u programu ClustalX (Thompson i sur., 1997).
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2.6. Praéenje prezivljavanja mladi tijekom terapije

Dva standardna uzgojna bazena koja su sadrzavala 25.000 jedinki mladi
lubina tretirana su formaldehidom i trimetosulom, a ostali bazeni (ukupno Cetiri od
kojih su dva uklju€ena u pokus) s istim brojem jedinki tretirani su antibiotikom
utvrdenim antibiogramom. UspjeSnost terapije je u oba sluCaja pracena
svakodnevnim brojanjem uginulih riba.

Za testiranje razlika izmedu aritmeti¢kih sredina i varijance skupina unutar
istog tretmana koriSteni su Student t-test i ANOVA, dok je usporedba aritmetickih
sredina izmedu razli¢itih tretmana obavljena Student t-testom. StatistiCka obrada
podataka obavljena je u programu SPSS.
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3. Rezultati

3.1. Mikrobioloska analiza

BakterioloSkom pretragom homogenata tkiva mladi nakon inkubacije TCBS
podloga na 35 °C kroz 24 sata izolirane su tipicne zute kolonije Vibrio spp. (slika 1.).

Presadene kolonije upotrijebljene su za PCR analizu.

b

Slika 1. Zute kolonije dobivene iz izolata Vibrio spp. (fotografirao: Damir Kapetanovic,
dr. vet. med).
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3.2. Antibiogram
Rezultati antibiograma prikazani su u tablici 3. Najveca osjetljivost izolata

Vibrio sp. utvrdena je prema flumekvinu, a neSto manja prema kloramfenikolu i
oksitetraciklinu (Kapetanovi¢, usmeno priopéenje). Ostali antibakterijski lijekovi
pokazali su znatno manju ucinkovitost. S obzirom na navedeni rezultat, za terapiju je

izabran flumekvin u dozi od 3 g aktivhe supstance / 100 kg ribe u trajanju od 8 dana.

Tablica 3. Rezultati antibiograma (Stupanj osjetljivosti: S — osjetljiv, | — srednje
osjetljiv, R — neosijetljiv).

ANTIMIKROBNA TVAR | OZNAKA OSJSI;}I'JIS'?\DI(S]STI
Ampicilin AM10 R
Kloramfenikol C30 S
Eritromicin E15 |
Flumekvin AR30 S
Nitrofurantion F/M300 |
Norfloxacin NOR10 |
Novobiocin NB5 |
Oksitetraciklin T30 S
Penicilin P10 R
Piperacilin PIP100 R
Sulfametoksazol + trimetoprim | SXT R
Tetraciklin TE30 |
Trimetoprim TMP5 R

3.3. Identifikacija patogena PCR metodom

Odredivanje nukleotidnih sljedova gena 16S rDNA duzine 500 pb potvrdilo je
da su izolirane bakterije pripadnici roda Vibrio, ali zbog velike oCuvanosti ove regije u
jedinkama bakterija unutar istog roda nije bilo moguée odrediti o kojoj se vrsti radi.
Analizom nukleotidnih sljedova gena gyrB duzine 1200 pb (Slika 3.) izolirane

bakterije su identificirane kao sojevi vrste V. alginolyticus.



24

2 TACTCGTCACGACCGATACCACAACCTAGTGCGGTGATCAGTGTTGCTACTTCTTGAGAA
3 TACTCGTCACGACCGATACCACACCCTAGTGCGGTGATCAGTGTTGCTACTTCTTGAGAA
1 TACTCGTCACGACCGATACCACAACCTAGTGCGGTGATCAGTGTTGCTACTTCTTGAGAA

B Rk R
2 GATAGCATCTTGTCGAAACGTGCTTTCTCTACGTTAAGAATCTTACCTTTTAGCGGTAGG
3 GATAGCATCTTGTCGAAACGTGCTTTCTCTACGTTAAGAATCTTACCTTTTAGCGGTAGG
1 GATAGCATCTTGTCGARACGTGCTTTTTCTACGTTAAGRATCTTACCTTTTAGCGGTAGG

hhkkkkhkhkhk kA Ak hhhhhhhhhhkh *hhhhh ko Ak kA Ak hhhkhk bk hkhhhkhhxk
2 ATTGCTTGGTTCTTACGGTTACGGCCTTGTTTTGCGGAGCCGCCTGCCGRAATCACCCTCC
3 ATTGCTTGGTTCTTACGGTTACGGCCTTGTTTTGCGGAGCCGCCTGCCGAATCACCCTCC
1 ATCGCTTGGTTCTTACGGTTACGGCCTTGTTTTGCGGAGCCGCCTGCCGAATCACCCTCC

hhk kkkkhkhkk kA Ak Ak Ak kA kA kA ARk kh kA hkh bk khh Ak hkhkhk bk hkhkhkh bk &
2 ACTATGTATAGTTCAGAGAGTGCCGGATCTTTTTCCTGACAGTCTGCAAGTTTACCTGGA
3 ACTATGTATAGTTCAGAGAGTGCCGGATCTTTTTCCTGACAGTCTGCAAGTTTACCTGGA
1 ACTATGTATAGTTCAGAGAGTGCCGGGTCTTTTTCCTGACAGTCTGCAAGTTTACCTGGA

hokkkkkkkkhkkkkhkkkkkkkkhhkk hohkkkhkkhkkkh A hkkkkhkkkhkhkk ko hkk*k
2 AGACCAGCTAGGTCTAGTGCACCTTTACGGCGCGTCATTTCACGAGCTTTACGCGCAGCT
3 AGACCAGCTAGGTCTAGTGCACCTTTACGGCGCGTCATTTCACGAGCTTTACGCGCAGCT
1 AGGCCAGCTAGGTCTAGTGCACCTTTACGGCGCGTCATTTCACGAGCTTTACGCGCAGCT

hok kkkkokkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkhkkk kA hokkkkhk ko ko k ko ko k ok
2 TCACGTGCACGTGCTGCATCGATGATTTTCGAACARACCATCTTCGCTTCTGTCGGGTTC
3 TCACGTGCACGTGCTGCATCGATGATTTTCGAACAAACCATCTTCGCTTCTGTCGGGTTC
1 TCACGTGCACGTGCTGCATCGATGATTTTCGAACAAACCATCTTCGCTTCTGTCGGGTTC

hokkkkkkokkhk ko ko kkkkkhhkkkhkhhkhhkkhkkk kA hkkkkhkkkh ko k ko hk ok
2 TCAATCAGGAACTCAGACAGTTTTTCACCCATTGCAGACTCAACAGCTGATTTCACTTCA
3 TCAATCAAGAACTCAGACAGTTTTCCACCCATTGCAGACTCAACAGCTGATTTCACTTCA
1 TCAATCAGGAACTCAGACAGTTTTTCACCCATTGCAGACTCAACAGCTGATTTCACTTCA

hhkkhkhk KhkhhAAh Ak Ak Ak Ak KA r kA kA hhkh A Ak kA Ak Ak hkhkhhhkkkhkhhxk
2 GRAGARACTAGTTTGTCTTTTGTTTGGCTTGAGAATTTAGGATCAGGCACTTTCACCGARA
3 GAAGAAACTAGTTTGTCTTTTGTTTGGCTTGAGAACTTAAGATCAGGCACTTTCACCGAA
1 GAAGARACTAGTTTGTCTTTTGTTTGGCTTGAGAACTTAGGATCAGGCACTTTCACCGAA

hhkkkkhkhkhkhhhhkhhhhhhhhhhhrhkhhhhhkd *kkh *hhkdkhkhrhkrdokhrrd
2 ACAACCGCAGTTAGACCTTCACGCGCATCGTCGCCTGAAGTCGCTGTTTTCGCTTTCTTC
3 ACAACCGCAGTTAGACCTTCACGCGCATCGTCGCCTGAAGTCGCTGTTTTCGCTTTCTTC
1 ACAACCGCAGTTAGACCTTCACGCGCATCGTCGCCTGAAGTCGCTGTTTTCGCTTTCTTC

hokkkkkkkkhkkkk ko kkkkkkhkkkhhkkkhhkkhkkkhkhkkkkhkkdh ko k ko kk ok
2 GAGARAACCTTCTTTATCCATAAAGCTGTTCAATGTACGTGTTAGCGCAGCACGGARAACCA
3 GAGAAACCTTCTTTATCCATAAAGCTGTTCAATGTACGTGTTAGCGCAGCACGGAARACCA
1 GAGAAACCTTCTTTATCCATARAGCTGTTCAATGTACGTGTTAGCGCAGCACGGARACCA

LR E R E R SRS SR SR SRS R E R SRR RS ER SRR R RS EE LRSS
2 GCAAGGTGAGTACCACCATCACGCTGTGGGATATTGTTGGTAAAGCAGAAGATGTTCTCT
3 GCAAGGTGAGTACCACCATCACGCTGTGGGATATTGTTGGTARAGCAGAAGATGTTCTCT
1 GCAAGGTGAGTACCACCATCACGCTGTGGGATATTGTTGGTARAGCAGAAGATGTTCTCT

LR EE SR SRS SR R SRS LSRR S SRR SRR R SRR
2 TGGAAACCATCGTTCCATTGCATCGCCACTTCAACTGAAATGCCGTCTTCGCGCTCAGAG
3 TGGAAACCATCGTTCCATTGCATCGCCACTTCAACTGAAATGCCGTCTTCACGCTCAGAG
1 TGGARACCATCGTTCCATTGCATCGCCACTTCAACTGAAATGCCGTCTTCACGCTCAGAG

dohkkhkhkkkkhkkhhkhhkhhhkkhkkhhhkkkhhhhhhkhkhkhhdhhk ks hhhkhkhrrd

[§]

TTARAGTGGAAGATTTTTTCGATGATTGGCGTTTTGTTGGTGTTTAGGTGATCGACGAAC

3 TTAAAGTGGAAGATTTTTTCGATGATTGGCGTTTTGTTGGTGTTTAGGTGATCAACGAAC
1 TTAAAGTGGAAGATTTTTTCGATGATTGGCGTTTTGTTGGTGTTTAGGTGATCAACGAAC

Ak kA Ak k A A kAR Ak kA Ak kA A Ak ARk kA k kA khk kA Ak ARk khhhk ok Ak kk A K
2 GCTTGAATACCACCTTCATACATGAAGTGATCATGTTTGTCCGCTTCACGTTCATCAACC
3 GCTTGAATACCACCTTCATACATGAAGTGATCATGTTTGTCCGCTTCACGTTCATCAACC
1 GCTTGAATACCACCTTCATACATGAAGTGATCATGTTTGTCCGCTTCACGTTCATCAACC

ok k ok kkhkk kA kkhhhkkhhkkhkhk Rk ko ke h k ok h kA hkkkhh kA khhkhkhkkk A &k
2 AATTTGATCGACACACCAGAGTTCAGGAATGACAGTTCACGCAGGCGTTTCGCCAGAATG
3 AATTTGATCGACACACCAGAGTTCAGGAATGACAGTTCACGCAGGCGTTTCGCCAGAATG
1 AATTTGATCGACACACCAGAGTTCAGGAATGACAGTTCACGCAGGCGTTTCGCCAGAATG

ok k kA kkhkkkhkkkhhkkh Ak k h ok hk Rk hk ke h ko k kA hkkkkhkhkhhkhkhkkk & &k
2 TCATAGTGGAACTCAGTGTTAGAGAACGTTTCGGCACTTGGCCAGAAACGAATTTGTGTA
3 TCATAGTGGAACTCAGTGTTAGAGAACGTTTCGGCACTTGGCCAGARACGAATTTGTGTA
1 TCATAGTGGAACTCAGTGTTAGAGAACGTTTCGGCACTTGGCCAGAAACGAATTTGTGTA

ok k ok kkhkk kA kkhhkkk Ak k hkkk Rk ko hh ko hh Ak khkhhkhkhhkhkhkhk & &k
2 CCGGTTTTATCCGTATCACCCACAACGGCTAGTGGCGCTTGAGGCTCACCATGGCGGTAG
3 CCGGTTTTATCCGTATCACCCACAACGGCTAGTGGCGCTTGAGGCTCACCATGGCGGTAG
1 CCGGTTTTATCCGTATCACCCACAACGGCTAGTGGCGCTTGAGGCTCACCATGTCGGTAG

ok k ok k kR kA k kA Ak kk * kR kkhkkkhkkkk kA khkk ko kkk ok ko *kdkkh*
2 GTTTGCGTATGGATATGGCCACCACGATGAATCGTTAGCTCAACTTTCTCTGATAGTGCG
3 GTTTGCGTATGGATATGGCCACCACGATGAATCGTTAGCTCAACTTTCTCTGATAGTGCG
1 GTTTGCGTATGGATATGGCCACCACGATGAATCGTTAGCTCAACTTTCTCTGATAGTGCG

R =

Slika 2. Primjer usporedbe sljedova nukleotida gyrB gena u regiji duzine 1080
pb u uzorcima.
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Postotak sli¢nosti izmedu hrvatskih i izolata V. alginolyticus iz banke podataka
GenBank na temelju sljedova nukleotida gena gyrB je iznosio od 96,2% do 99,3%.
Na Slici 2. prikazana je usporedba sljedova nukleotida gena gyrB izmedu sojeva V.
alginolyticus izoliranih iz lubina. Razlike u sljedovima nukleotida umnoZenog dijela

gyrB gena iz tri uzorka se kretala od 0,6 — 0,9%.

Slika 3. Elektroforeza u gelu agaroze umnozenih odsjeCaka gena gyrB (duzine oko
1200 pb) iz uzoraka.

3.4. Rezultati prezivljavanja mladi tijekom terapije

Od pocetnih 25.000 jedinki mladi po bazenu, nakon perioda od 10 dana u
bazenima tretiranim kombinacijom formaldehida i trimetosula uginulo je 61,1% i
63,4% (prosjek 62,3%) jedinki, dok je u bazenima tretiranim flumekvinom uginulo
34,2% i 24,6% (prosjek 29,4%) jedinki (tablica 4.). Na slici 4. je prikazan postotak
prezivljavanja jedinki tijekom pokusa iz ¢ega su jasno vidljivi bolji rezultati u obje
skupine tretirane flumekvinom.

Analiza varijance (ANOVA) uzoraka izmedu bazena tretiranih istim lijekom je
za obje terapijske skupine pokazala da ne postoje statistiCki znacajne razlike unutar
istog tretmana (p < 0,001, F = 0,889147 za bazene tretirane kombinacijom
formaldehida i trimetosula, F = 1,66261 za bazene tretirane flumekvinom). Ujedno je i
Student t-test usporedbe prosjeCne smrtnosti (aritmeti¢kih sredina) unutar skupina
istog tretmana pokazao nepostojanje znacajne razlike (p < 0,001, t = 0,07952 za
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bazene tretirane kombinacijom formaldehida i trimetosula, t = 0,559402 za bazene

tretirane flumekvinom).

Tablica 4. Broj uginulih jedinki po danu pokusa (T1 i T2 su bazeni tretirani
kombinacijom formaldehida i trimetosula, F1 i F2 su bazeni tretirani
flumekvinom).

Dan T1 T2 F1 F2
1 0 0 0 0
2 4632 5230 2346 1850
3 3746 2862 3192 2308
4 3015 3646 920 1114
5 1452 1628 585 489
6 846 758 1108 238
7 958 1004 351 121
8 223 236 48 46
9 368 462 0 0
10 40 38 3 0
Ukupno 15280 15864 8553 6166
100 -
90 - —
80 +
70 +
3
_7.,’ 60 ——T1
8 —a—T2
2 50 +
2 F1
>
N 40 + > F2
g
o
30
20 +
10 +
0 f f f f f f f f
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dan

Slika 4. Prezivljavanje (%) mladi lubina tijekom pokusa (T1 i T2 su bazeni tretirani
kombinacijom formaldehida i trimetosula, F1 i F2 su bazeni tretirani
flumekvinom).

Usporedba aritmeti¢kih sredina smrtnosti izmedu razli€itih terapijskih skupina

pokazala je postojanje znacajnih razlika izmedu tretmana (p < 0,05, t =-1,988105). Iz
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u odnosu na kombinaciju formaldehida i trimetosula.
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4. Rasprava

V. alginolyticus se sve ¢eS¢e opisuje kao uzrocnik oboljenja na uzgajalistima
lubina i komar€e u Sredozemlju. U Hrvatskoj su Jaksi¢ i sur. (2002) utvrdili njegovu
prisutnost na ribi iz konzuma, dok u uzgoju ovaj uzro¢nik do sada nije opisan. U
hrvatskim mrjestilistima se posljednjih godina u jesen i proljece sve ceSce javlja
vibrioza nedovoljno razjasSnjene etiologije, Sto bi se s obzirom na rezultate ovog
istrazivanja moglo pripisati bakteriji V. alginolyticus. Tome idu u prilog istrazivanja
Balebona i sur. (1998b), te Zorilla i sur. (2003) koji navode da udio uzrocnika V.
alginolyticus u populacijama morskih sekundarnih bakterijskih patogena postojano
raste, te iako je donedavno bio najéeSée utvrdivan kao uzro¢nik oboljenja kozica
(Selvin i Lipton, 2003; Cheng i sur., 2004), ve¢ postaje dominantan uzrocnik bolesti
na mnogim uzgajalistima morske ribe diljem svijeta (Li i sur., 1999; Zorilla i sur.,
2003). U skladu s prethodno navedenim, Toranzo i sur. (1994) smatraju da su
oboljenja uzrokovana bakterijama drastiCho porasla uslijed povecanja li€¢inacke

proizvodnje ribe.

4.1. Stres kao preduvjet za nastanak infekcije

U naSem je istrazivanju nastanku bolesti prethodio stres uslijed transporta i
manipulacije. Brojna su istraZzivanja pokazala da oStecenja tkiva ili smanjenje
imuniteta uzrokovani stresom pogoduju nastanku bolesti. To pokazuje i pokus
uranjanja u kupku bogatu bakterijom V. alginolyticus koji su proveli Balebona i sur.
(1998) i pri tome pokazali da je uzro¢nik patogen za komaréu samo kada joj je sloj
sluzi odstranjen i koZa oSteé¢ena. Nadalje, Arulampalam i sur. (1998) su pokazali da
se infekcija uzro¢nikom V. alginolyticus javlja sekundarno, odnosno kada je imunitet
ribe vec oslabljen.

Barton i lwama (1991) navode da je proceduralni stres naj¢eSéi uzrok
oboljenja u mnogim mrjestiliStima i uzgajaliStima. Autori istiCu da se treba pridrZzavati
opc¢ih smjernica pri rukovanju s ribom, pri ¢emu su najkriticnije tocke u uzgojnom
ciklusu: prijenos riba iz licinackih bazena u bazene za mlad, selektiranje i prijevoz
mladi.

Klju¢ prevencije stresa je pravilna organizacija mrjestiliSta ili uzgajaliSta

(Francis-Floyd, 1990). Cesto preispitivanje i ponovne procjene organizacijskih
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protokola jednog sustava pomazu pri obrani od stresa i neophodna su za riblje
zdravlje (Conte, 2004). Postignut je znatan napredak kada je rije€C o razumijevanju
odnosa izmedu specificnih stresora (ili kombinacija stresora) i specificnih pojava
bolesti (Wedemeyer i sur., 1976; Wedemeyer i McLeay, 1981; Wedemeyer, 1996;
Wedemeyer, 1997).

Pravilni organizacijski protokoli se odnose na:
odrzavanje optimalne kvalitete vode,
pravilnu prehranu,

provodenje pravilnih sanitarnih mjera i

P w0 NP

pravilno rukovanje ribama (Francis-Floyd, 1990; Fijan, 2006).

Pod odrzavanjem optimalne kvalitete vode podrazumijeva se sprjeCavanje
akumulacije organskog otpada i otopljenih duSi¢nih spojeva, odrzavanje temperature
I pH unutar odgovarajucih vrijednosti za uzgajanu vrstu i odrzavanje koncentracije
otopljenog kisika iznad 5 mg/l. Slaba kvaliteta vode je Cest i vaZzan stresor kod uzgoja
ribe, te prethodi pojavi mnogih bolesti (Alabaster i Lloyd, 1980; Francis-Floyd, 1990;
Svobodova i sur., 1993; Fijan, 2006).

Pravilna prehrana je ona koja zadovoljava nutritivne potrebe odredene vrste
ribe (Francis-Floyd, 1990; Fijan, 2006). Vazan je omjer vitamina, minerala,
ugljikohidrata, lipida i proteina (Colin i sur., 1993), pri ¢emu posebnu paznju treba
posvetiti kvalitativnim svojstvima aminokiselina, vitamina i visoko nezasi¢enih masnih
kiselina (Cahu i Infante, 2001).

Pravilne sanitarne mjere podrazumijevaju odstranjivanje otpada iz ribljih
bazena, dezinfekciju posuda, mreza i svih drugih alata koji se koriste za viSe uzgojnih
jedinica. Organski otpad koji se nakuplja na dnu bazena ili posuda je savrSen medij
za razmnozavanje gljivica, bakterija i protozoa. Brzo odstranjivanje ovakvih tvari ¢e
smanijiti koli¢inu patogena kojima se riba izlaze. Dezinfekcijom posuda i opreme koje
se koriste u viSe uzgojnih jedinica sprjeCava se prijenos bolesti s jedne populacije
riba na drugu (Francis-Floyd, 1990; Fijan, 2006).

U naSem se slu€aju vodilo rauna o odrzavanju optimalne kvalitete vode,
pravilnoj prehrani i provodenju pravilnih sanitarnih mjera, no za pretpostaviti je da su
transport i manipulacija ribom pri istovaru bili klju€ni preduvjet za pojavu bolesti.

Pretpostavci da se veliki dio vibrioza nerazjasSnjene etiologije moze pripisati
uzroCniku V. alginolyticus idu u prilog i zabiljeSke tehnologa u hrvatskim

mrijestiliSstima o mortalitetima nakon transporta, selekcije i sli¢nih stresnih situacija
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kojima su prethodili sli¢ni simptomi bolesti (Bonacic i Bjelovucic¢, usmeno priopéenje).
lako je nemoguce izbjeci stres pri rukovanju ribom, potrebno ga je svesti na
minimum. U tu svrhu su uvedene odredene smjernice kako bi se pomoglo
uzgajivaCima da Sto viSe ublaze Cimbenike stresa kojim izlazu uzgajane organizme
(Moretti i sur., 1999).

4.2. Ambijentalni uvjeti za razvoj bolesti

U ovom je istrazivanju mlad obolila krajem svibnja, $to odgovara sezonalnom
karakteru proliferacije vrsta iz roda Vibrio (Huss i sur., 2004). Molitoris i sur. (1985) su
u Indoneziji pratili distribuciju bakterija V. alginolyticus i V. parahaemolyticus kod
razliitih skupina morskih organizama (ribe, lignje, kozice) i u vodi. Od veljaCe do
ozujka 1972. nije zabiljeZen niti jedan slu¢aj pojave V. alginolyticus u uzorcima
morske vode, dok je od rujna do prosinca iste godine, bakterija zabiljezena u svim
uzorcima. Temperature mora tijekom godine su iznosile od 29 °C do 32 °C.

Temperatura u naSem uzgojnom sustavu je bila 18 °C do 20 °C, Sto je
usporedivo s temperaturom od 21,5 °C do 23 °C na Turskom uzgajaliStu gdje je V.
alginolyticus izoliran iz oboljele mladi mase 0,5 - 1,0 g (Korun, 2007). Ben Kahla-
Nakbi i sur. (2006) su izolirali ovog uzro€nika iz nesto vecih oboljelih jedinki (20 - 125
g) komarce i lubina, takoder iz uzgojne sredine temperature od 16 °C do 22 °C, a u
daljnjim istraZivanjima su ga inkubirali pri temperaturi od 22 °C do 25 °C (Ben Kahla-
Nakbi i sur., 2007). Balebona i sur. (1998) su ispitivanje virulencije V. alginolyticus na
komarc€i 5 - 10 g provodili u uvjetima uzgojne temperature od 22 °C. L. anguillarum je
izoliran u francuskim mrjestiliStima iz oboljele mladi lubina mase 0,2 - 0,5 g koje su
uzgajane na temperaturi od 20 °C (Breuil i Haffner, 1989). V. alginolyticus izoliran je
iz oboljelih kozica Penaeus monodon (Fabricius, 1798) u Indiji koje su za potrebe

istrazivanja drzane na 30 £ 2 °C (Selvin i Lipton, 2003).

4.3. Kliniéki simptomi bolesti

Vanjski znakovi bolesti zarazene mladi lubina su se manifestirali promjenom
ponaSanja i pojavom krvarenja u podrucju glave i repa, a kod manjeg broja jedinki
utvrdeno je i blago oticanje trbuha. Korun (2007) je na mladi lubina oboljeloj od V.

alginolyticus iz Turskih uzgajaliSta zabiljezio pojavu Cireva na dorzalnom dijelu tijela,
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krvarenja na operkulumu, bjelkastu obojenost trbuha, a nekim je jedinkama virio dio
crijeva iz anusa. Balebona i sur. (1998) su na oboljelim komaréama s uzgajaliSta u
Spanjolskoj uoéili pojavu &ireva na koZi, vanjska krvarenja, egzoftalmiju, o&na
krvarenja, tamnu pigmentaciju i oticanje trbuha. Ben Kahla-Nakbi i sur. (2006) su
zabiljezili vanjska krvarenja, Cireve i tamnu pigmentaciju na nesto starijoj oboljeloj
mladi lubina i komarc€e. Li i sur. (1999) su izolirali bakterije iz roda Vibrio s jedinki
Sparus sarba (Forsskal, 1775) koje su pokazivale upale, krvarenja, gnjilienje peraja i
prekrivenost Cirevima. Za pretpostaviti je da na klinicke simptome bolesti utjeCe soj

uzroCnika, njegova brojnost u uzgojnom mediju i po€etak primjene terapije.

4.4. ldentifikacija uzro€nika i antibiogram

U mikrobioloSkoj analizi, izolati su nakon inkubacije stvorili Zute kolonije na
TCBS agaru Sto je sukladno rezultatima koje je utvrdio Korun (2007).

Antibiogram je proveden disk difuzijskom metodom prema Nagli¢ i sur. (1992)
na Mueller-Hinton Il agaru. Od niza antibiotika, protiv inokuliranog patogena,
najucinkovitijim se pokazao flumekvin. ZabiljeZzena je i neSto manja osjetljivost
patogena na nedopusSteni kloramfenikol i oksitetraciklin. Izolirane kolonije su
pokazale otpornost prema ampicilinu, eritromicinu, nitrofurantionu, norfloksacinu,
novobiocinu, penicilinu, piperacilinu, sulfametoksazolu + trimetoprimu, tetraciklinu i
trimetoprimu. Antibiogrami kod drugih istrazivanja su pokazali otpornost na ampicilin i
trimetoprin, a osjetljivost na flumekvin i oksoli€nu kiselinu za V. alginolyticus izoliran
iz mladi lubina (Korun, 2007), te osjetljivost na kloramfenikol, ciprofloksacin,
nalidiksi¢nu kiselinu i streptomicin za V. alginolyticus izoliran iz kozica Penaeus
monodon u Indiji (Selvin i Lipton, 2003). U navedenim istrazivanjima nisu utvrdivani
sojevi, Sto moze biti uzrok blagog nepodudaranja osjetljivosti uzro€nika na antibiotike.

U istrazivanju koje su proveli Ben Kahla-Nakbi i sur. (2006), na temelju
ponavljaju¢ih inter-genskih konsenzus sljedova nukleotida enterobakterija, otkriveno
je 19 razli¢itih genotipova V. alginolyticus izoliranih s oboljele mladi lubina i komarce.
Vecina izolata je bila otporna na bar dva antimikrobna lijeka. Svi izolirani sojevi su bili
otporni na ampicilin, 91,17% ih je bilo otporno na nitrofurantion i 35,29% na
tetraciklin.

Li i sur. (1999) su izolirali 51 soj bakterija roda Vibrio iz oboljelih jedinki vrste

Sparus sarba na uzgajaliStima u Hong Kongu. Sojevi su bili rasporedeni u 7 vrsta, od
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kojih je najzastupljenija bila V. alginolyticus (47% izolata). Svi su sojevi testirani na 16
antibiotika, te pokazali osjetljivost na streptomicin, nalidiksi¢nu kiselinu, rifampicin i
ceftriakson, dok su skoro svi bili osjetljivi na kloramfenikol (98%), sulfametoksazol
(98%) i ceftazidim (96%). 30 je sojeva bilo otporno na ampicilin. 54,9% ih je bilo
otporno na amikacin, 58,8% na kantamicin, 76,5% na trimetoprim i 66,7% na
cefuroksin.

Pri identifikaciji patogena PCR metodom, potrebno je bilo analizirati
nukleotidne sljedove gena gyrB duzine 1200 pb kako bi se uspjela odrediti vrsta.
Zbog ograni¢enog vremena, u ovom istrazZivanju nisu identificirani sojevi uzrocnika, te
je navedeno ostavljeno za buduce analize. PCR metodu zasnovanu na gyrB slijedu
gena Koristili su Kumar i sur. (2006) za identifikaciju laboratorijskih izolata V.
vulnificus pri ¢emu nije bilo unakrsnih reakcija s drugim vrstama unutar ili izvan roda
Vibrio. Ova jednostavna i specificna metoda se pokazala prakti¢nim i ucinkovitim za

ovakve potrebe.

4.5. Terapija i tijek bolesti

Veterinarski lijekovi za ribe i ljekoviti dodatci moraju prije stavljanja u promet
biti odobreni u skladu s propisima. Neke tvari koje pri preporu¢enom nacinu upotrebe
nisu Skodljive za ribu, okoli$ ni potroSace ne moraju biti odobrene (npr. kuhinjska sol,
octena kiselina itd.) (Fijan, 2006).

U novije vrijeme je osnovno pravilo za upotrebu lijekova primijeniti ih
neposredno nakon pojave bolesti (Fijan, 2006), s tim da je potrebno voditi raCuna o
postavljanju rane dijagnoze i Sto brzem odredivanju pravilnog tretmana lijeCenja (za
bakterijske bolesti odredivanje antibiograma) riba koje pokazuju simptome. Prije
desetak godina, za razliku od navedenog, odredeni tretmani ribe kemoterapeuticima
redovito su se provodili profilakticki u svakom uzgojnom ciklusu: tretman mati¢nog
jata protiv bakterioza i nametnika, dezinfekcija oplodenih jaja i prevencija bolesti
uzrokovanim stresom poslije rukovanja. Buduci da je zadnji slu¢aj od posebnog
znacaja, preventivni tretmani kemoterapeuticima su se provodili pri prebacivanju riba
iz liCinackih u bazene za mlad, pri prebacivanju iz bazena za mlad u bazene za
predrast i prije selektiranja. Bili su preporuc¢eni, kemoterapeutici kao Sto su
nitrofurazon, furazolidon i furaltadon (Moretti i sur., 1999), no oni se danas nalaze na

popisu farmakoloski-djelatninh  zabranjenih tvari, zajedno s kloramfenikolom,
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kloroformom, klorpromazinom, kolhicinom, dapsonom, dimetridazolom,
metronidazolom, i ronidazolom (Narodne novine 75/08, 25/09).

Vodeci se suvremenim smjernicama, U ovom smo istrazivanju posebnu paznju
posvetili brzini odredivanja uzroCnika i najpogodnijeg kemoterapeutika. Kako bi se
usporedila djelotvornost terapije koja je do sada naj¢eSc¢e koriStena u Hrvatskoj za
opisane klinicke simptome (kombinacija formaldehida i trimetosula) i antibiogramom
utvrdenog najdjelotvornijeg kemoterapeutika (flumekvina), dva bazena su tretirana s
kombinacijom formaldehida i trimetosula, a ostali flumekvinom.

Prosjena ukupna smrtnost riba u bazenima lije¢enih kombinacijom
formaldehida i trimetosula je bila 62,3%, a onih lijeCenih flumekvinom 29,4% kroz
period od 10 dana. Li i sur. (1999) su intraperitonealno injektirali jedinke Sparus
sarba nizom sojeva iz roda Vibrio. Ribe injektirane sojevima vrste V. alginolyticus su
pokazale najvecu stopu smrtnosti, pri ¢emu je najvirulentniji soj uzrokovao smrtnost
od 60%. lako se ne radi o istoj vrsti ribe, o€igledno je da se radi o virulentnijem
uzrocniku na koji kombinacija formaldehida i trimetosula nema znacajniji uc¢inak.

Drugi dan nakon pocetka lijeCenja, smrtnost riba kod tretmana flumekvinom
bila je duplo manja od skupine tretirane kombinacijom formaldehida i trimetosula,
nakon €ega je uslijedio nagli pad smrtnosti sve dok nije dosegnuta vrijednost od 0%
u 9. danu. Postotak dnevne smrtnosti uzorka tretiranog kombinacijom formaldehida i
trimetosula je tijjekom citavog trajanja pokusa bio oko 2 puta veéi u usporedbi s
uzorkom tretiranim flumekvinom. Statisti¢ki zna¢ajna terapijska efikasnost flumekvina
u usporedbi s kombinacijom formaldehida i trimetosula dokazana je Student t-testom.

Pored virulencije uzroCnika, pojava bolesti i jacina klini¢kih simptoma ovisna je
I 0 koli€ini bakterija u vodi. Srednja 50%-tna letalna doza predstavlja broj bakterija
potrebnih da ubiju 50% inokuliranih riba, a izrazava se u CFU (colony forming unit)
po jedinki ili masi jedinke (Reed i Muench, 1938). Ben Kahla-Nakbi i sur. (2006) su
testirali virulenciju sedam sojeva roda Vibrio izoliranih iz oboljelih komarc¢a i lubina
intraperitonealnim injektiranjem, te pokazali patogenost za lubina i komarcu. Srednje
50%-tne letalne doze su bile od 5,01 x 10* do 6,20 x 10" CFU/jedinki. Ben Abdallah i
sur. (2009) bilieze 50%-tnu letalnu dozu od 1,03 x 10° do 1,0 x 10° CFUl/jedinki za
lubina i komaréu za 2 soja V. alginolyticus. Kod kozice Penaeus monodon, V.
alginolyticus je najviSe uzrokovao sekundarne infekcije, nakon oboljenja od «white
spot» bolesti. 50%-tne letalne doze su bile 5 x 10° CFUJ/jedinki (Selvin i Lipton,

2003). Balebona i sur. (1998) su intraperitonealno injektirali mlad komarce iz uzgoja
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bakterijom V. alginolyticus. 50%-tne letalne doze patogena su varirale od 5,4 x 10*
do 1,0 x 10° CFU/g tjelesne mase. S obzirom na navedeno, moZemo pretpostaviti da
se u nasem slucaju radi o visokoj virulentnosti ili velikoj brojnosti ovog patogena u
morskoj vodi.

lako primjena rezultata ovog istraZzivanja moze doprinijeti smanjivanju
ekonomskih gubitaka u hrvatskim mrjestilistima, u narednim istrazivanjima bi bilo
preporucljivo ispitati soj uzroCnika, kao i moguéu prevenciju bolesti uzrokovane
bakterijom V. alginolyticus primjenom imunomodulatora.

Primjena imunomodulatora ispitivana je na kozicama Litopenaeus vannamei
(Boone, 1931) pri ¢emu je nakon injektiranja natrijevog alginata u koncentraciji od 10
Mg/g ili viSe utvrdena povecana ucinkovitost imunoloSke reakcije na infekciju vrstom
V. alginolyticus i znacajno veca stopa prezivljavanja od zarazene netretirane
kontrolne grupe (Cheng i sur., 2004). SliCan pokus je proveden na kirnjama
Epinephelus coioides i Epinephelus fuscoguttatus s pozitivnim rezultatima. Kirnja
Epinephelus coioides, intraperitonealno injektirana s 20 mg natrijeva alginata po kg
ribe, te s 30 mg i-karagenana (koloidni pripravak iz crvenih algi) po kg ribe, pokazala
je povecanu ucinkovitost nespecificnog imuniteta protiv infekcije vrstom V.
alginolyticus (Cheng i sur., 2007). Kirnji Epinephelus fuscoguttatus su u prehranu
dodavani natrijev alginat ili k-karagenan, Sto se pokazalo dovoljno za borbu protiv
infekcije od vrste V. alginolyticus vec¢ u koncentracijama od 10g/kg i 5 g/kg (Cheng i
sur., 2008).
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5. Zakljuéak

Kao i vecina vrsta iz roda Vibrio, V. alginolyticus je najc¢eS¢e sekundarni
patogen i njegovoj proliferaciji u uzgojnim sustavima najviSe pogoduje stres
uzrokovan tehnoloSkim pogreSkama i nepravilnom manipulacijom organizama u
uzgoju.

Nakon provedene mikrobioloSke analize i antibiograma, kao uzro¢nik
bakterijske infekcije mladi lubina, nakon stresa uzrokovanog transportom i
manipulacijom, identificirana je vrsta V. alginolyticus . Kao odgovarajuci antibiotik za
njegovo lijecenje izabran je flumekvin (AR3).

Infekcije sa slicnim simptomima koje prate proizvodnju lubina u hrvatskim
mrjestiliStima do sada su uglavhom pripisivane bakteriozi uzrokovanoj
neidentificiranom vrstom roda Vibrio i lijeCene bez pravilno odredene terapije
(antibiograma). Za pretpostaviti je da su mnoge od njih bile, kao i u nasem slucaju,
uzrokovane vrstom V. alginolyticus ¢ija je prisutnost utvrdena u Jadranu, no ova
bakterija nije prepoznata kao uzroCnik bakterijskih infekcija u mrjestilistima i
uzgajalistima.

Ovim je radom dokazana moguénost uspjeSne identifikacije ove vrste i
odreden je uspjeSan tretman flumekvinom, te bi u buduéim slu¢ajevima pojave sli¢nih
simptoma u uzgoju trebalo primijeniti opisani postupak.

Ispravnom terapijom bolesti bi se znac¢ajno smanjili ekonomski gubitci, te bi se
sprijeCilo stjecanje rezistencije bakterija na kemoterapeutike, a ujedno i doprinijelo

boljoj kondiciji i kvaliteti mladi za daljnji uzgo;j.
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