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UVOD

Rijeka Sutla je granicna rijeka izmedu Hrvatske 1 Slovenije ukupne
duzine oko 91 km. Sliv rijeke Sutle se prostire na oko 581 km?. lzvire
u Sloveniji, na juznim obroncima Maceljske gore na visini od 715 m,
a U rijeku Savu utjece kod Savskog Marofa.

Da bl se istrazilo zdravstveno stanje riba I parametri Vode,
uzorkovanje je provedeno na Sest lokaliteta duz rijeke Sutle.

Za zdravlje I opstanak riba u vodi neophodne su odredene Vrijednosti
fizikalno-kemijskih parametara od kojih su najvaznije: temperatura,
kolic¢ina I koncentracija otopljenog Kisika, koli¢ina amonijaka, nitrata,
fosfata, vodikovih iona (pH), organske tvari, tvrdoca vode I mineralni
sastav.

[strazivanje bentosa rijeke Sutle obuhvatilo je faunu I floru dna, jer
1zravno djeluje na kvalitativar I kvantitativni sastav ribljih populacija.



> lako planktonski oblici nisu karakteristicni za tekucice, Ipak mogu biti
prisutni u mirnijim dijelovima rijeka gdje je strujanje vode slabo. U

takvim uvjetima razvija se rijecni Ili potamoplankton, ciji je sastav
slican planktonu stajacih voda.

> U cilju ispitivanja higijensko-sanitarnih uvjeta na ribolovnim vodama
provedeno je I uzorkovanje vode za bakteriolosku pretragu.

> Pracenje zdravstvenog stanja populacija riba koje obitavaju u
odredenoj ribolovnoj zoni od presudnog je znacenja za opstanak tih
populacija. Pritom se naglasak stavlja na uzrocnike bolesti koji mogu
ugroziti prirodnu ravnotezu medu vrstama. U otvorenim vodama nije
moguce provoditi lijjecenje, pa Je LiIme znacaj poOznhavanja
zdravstvenog statusa postojece Ihtiofaune, kao I zdravstvenog stanja
nasadnog materijala jos naglaseniji.



> Karta podrucja s ribolovnim vodama I lokalitetima na kojima je
provedeno uzorkovanje

> 1. Hum na Sutli N 46° 13,339
E 15° 43,187
> 2. Donje Brezno N 46° 11,532
E 15° 39,269'
> 3. Sutlanska poljana N 46° 07,830"
E 15° 37,020
> 4. Klanjec N 46° 02,728
E 15° 44,237
> 5. Kraj donji N 45° 54,602
E 15° 41,517

> 6. Kljuc¢ Brdovecki N 45° 52,433
E 15° 41,426




MATERIJAL | METODE

> Na terenu su Izmjereni parametri vode pomocu sonde za mjerenje
temperature, kisika I pH. Takoder su uzeti uzorci vode za daljnju
analizu u laboratoriju.

> Da bi se utvrdile osnovne bioloske karakteristike istrazivanih
lokaliteta, obavljeno e sakupljanje I obrada uzoraka mreznog
planktona I bentosa. Za kvalitativnu 1 kvantitativnu obradu, uzorci
planktona dobiveni su filtriranjem 20 litara vode kroz planktonsku
mrezicu velicine pora 36 wm, a bentos je sabiran s odredene povrsSine
karakteristicnih staniSta. Dobiveni uzorci mreznog planktona I bentosa
spremljeni su u boce, konzervirani s 4%-tnim formaldehidom, a
mikroskopska obrada uzoraka obavljena je u laboratoriju.



> Relativna zastupljenost vrsta fitoplanktona I fitobentosa odredena je
Po Knoppu, od 1 do 7 (1954), a saprobne vrijednosti Indikatorskih
vrsta po Wegelu (1983). Indeks saprobnosti na osnovi indikatorskih
biljnih vrsta odreden je prema Pantle-Bucku (1955), te na osnovi
dobivenih vrijednosti pokazatelja I stupnja trofije, istrazivani lokaliteti
svrstani su U odredenu vrstu kakvoce vode, prema Uredbi o
klasifikaciji voda (1998).

> Kakvoca rijecne vode ocjenjena je 1 temeljem mikrobioloskih
pokazatelja kakvoce vode: ukupnog broja aerobnih bakterija |
ukupnog broja koliformnih bakterija, a sukladno Uredbi o Klasifikaciji
voda (1998). Uzorci vode uzeti su izravno u sterilne 1L boce sa
povrsine.

> U svrhu prikupljanja podataka o postojecoj strukturi ribljeg fonda,
proveden Je i1zlov ribe upotrebom elektro-ribolovnog agregata marke
Hans Grassl GmbH (5,0 kW). Ulovljena riba je odmah vagana |
mjerena te zdravstveno pregledana.



Za odredivanje ukupnog broja aerobnih bakterija (cfu/mL), uzorci su
serijski  razrijedeni Sa Ringerovom otopinom (Pliva) pH 6,0 1|
Inokulirani metodom Sirenja po podlozi (spread plate method) na
Yeast extract agar medium (EN I1SO 6222:1999). Nakon inkubacije na
22°C kroz 3-5 dana, bakterijske kolonije su prebrojane I rezultati su
Iskazani za 1 mL (cfu/mL). Broj ukupnih koliforma I Escherichia coli
utvrdeni su S Colilert® testovima, a broj enterokoka s Enterolert®
testom 1 Quanti/Tray 2000 (IDEXX, USA).

S ciljem ocjene zdravstvenog stanja ihtiofaune ribolovnih voda
obavljen je pregled izlovljene ribe u vidu opceg klinickog,
mikroskopskog I patoanatomskog pregleda, te su uzeti uzorci za
virolosku, bakteriolosku I parazitolosku pretragu.

Opca klinicka pretraga odnosi se na opci pregled povrSine tijela,
skrga, peraja I usta, te su ribe pregledane na prisutnost makroskopskih
patoloskih promjena.

Za mikroskopsku pretragu na prisutnost ektoparazita materijal je
uziman sa skrga, peraja I koze, te pregledan u obliku® nativnog
preparata pod svjetlosnim mikroskopom.



Sterilnim kirurskim Skarama je uklonjena lijeva trbusna stijenka, te je
obavljen makroskopski pregled unutarnjih organa na prisustvo
endoparazita 1 eventualnih patoloskih promjena na unutarnjim
organima.

U svrhu determinacije endoparazita izvrSeno Jeé odredivanje Sljedova
nukleotida dijelova gena COI (citokrom oksidaza podjedinica I) 1 ITS
r'DNA regije, prethodno umnozenih u reakcijama PCR.

Viroloskom Je pretragom analizirana prisutnost virusa zarazne
hematopoetske nekroze (ZHN), zarazne nekroze gusterace (ZNG),
virusne hemoragicne septikemije (VHS) I proljetne viremije Sarana
(PVS) direktno u tkivnim uzorcima metodom RT-"semi-nested”-PCR.
Radi nespecificnog monitoringa virusa izvrsena Je inokulacija tkivnog
materijala na kulture stanica EPC. Sa svih postaja uzimani su skupni
uzorci organa: slezene, srca, bubrega I mozga.

Materijal za bakteriolosku pretragu sakupljen je iz skrga, jetre, slezene
| bubrega. Uzorcr su mokulirani na Tryptic soy agaru (BD-BBL) za
1zolaciju. Podloge su inkubirane kroz 24 do 48h na 22°C. Svojstva
Izolata su odredena I Identificirana upotrebom APl testova
(bioMerieux, France).



REZULTATI I RASPRAVA

> Rezultati fizikalno-kemijske analize vode u tablici ukazuju da je voda
u odnosu na fizikalno-kemijske parametre odgovarala zahtjevima za |
odnosno Il kakvocu vode.

Sarametar Lokalitet Hum na Sutli = Donje Brezno Su“sglsjz?]a Klanjec Kraj donji I]g'j(;l(fveéki
Turbiditet/FAU 10 17 13 9 15 13
Temp. Vode/°C 6,2 6,3 51 51 5,5 6,0

ORP/mV -42,2 -42,1 -50,2 -57,1 -54,8 -57,1
pH 7,79 1,77 7,82 8,14 8,10 8,14
O,(mg/L) 8,6 10,7 11,2 11,4 11,5 14,9
Rel. kol. O, (%) 69,20 86,38 87,72 89,19 90,98 119,39
CO, (mg/L) 2,13 1,91 2,34 2,18 1,78 2,00
KPK Mn 5,8 6,9 5,8 7,1 4.6 7,6
NH4 (mg/L) 0,442 0,171 0,190 0,093 0,245 0,083
NH3 (mg/L) 0,004 0,002 0,002 <0,001 0,002 <0,001
mg/L N (t) <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
P (t) (mg/L) 0,27 <0,01 0,06 0,05 0,05 <0,1
m-alkalitet 4,71 5,12 5,70 SRS 5,68 5,26
KT °dH 13,19 14,34 15,96 15,37 15,90 15,73

UT °dH 14,46 15,23 16,10 15,43 15,96 15,89



> U Dbentosu prevliadavale su mikroskopski sitne dijatomeje

(Bacillariophyceae) penatnog tipa. U zoobentosu je utvrden rakusac
Rivulogammarus sp., licinke kukaca (Insecta) te predstavnik oblica
(Nematoda). Prevladavale su indikatorske vrste beta-mezosaprobnog
stupnja. Prema izracunatom P-B Indeksu saprobnosti, Vvode
istrazivanih lokaliteta pripadale su Il vrsti. Vrijednosti P-B indeksa
bile su: 1,8 na lokalitetu Kraj donji, 1,9 na lokalitetu Kljuc Brdovecki,
2,0 na lokalitetima Hum na Sutli, Donje Brezno I Klanjec te 2,1 na
lokalitetu Sutlanska Poljana.

Od fitoplanktonskih organizama na svim istrazivanim lokalitetima
previadavala je dijatomejska flora penatnog tipa. U zooplanktonskoj
zajednici previadavali su predstavnici Rotatorija ili  kolnjaka.
Prevladavali su pokazatelji beta-mezosaprobnog stupnja. Izracunati P-
B indeksi saprobnosti imali su vrijednosti 1,8 na lokalitetu Sutlanska
Poljana, 1,9 na lokalitetima Hum na Sutli, odnosno Klanjec 1 2,0 na
lokalitetima Donje Brezno, Kraj donji I Kljuc Brdovecki. Ove
vrijednosti upucuju na pripadnost voda istrazivanih lokaliteta kakvoci
I vrste.
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> Na temelju utvrdenih vrijednosti bakterioloskih parametara za
istrazene lokalitete, a sukladno Uredbi o klasifikaciji voda (1998),
voda na lokalitetima Hum na Sutli, Donje Brezno, Sutlanska poljana |
Klanjec pripadaju IV, a na lokalitetima Kraj donji I Klju¢ Brdovecki

[11 vrsti vode.
Parametar
Ukupni koliformi E.coli Enterokoki YEA 22°C Virsta
L okalitet (MPN/100 mL) | (MPN/100 mL) (MPN/100 mL) | (cfu/mL) = vode
Hum na Sutli 5287,15 719,0 243,3 108000 AV
Donje Brezno 26208,45 3246,2 336,1 152000 AV
Sutlanska Poljana 13189,95 3011,6 312,9 320000 AV
Klanjec 2302,65 614,2 73,8 212000 \V/
Kraj donji 2020,95 413,05 40,9 10500 I

Kljuc Brdovecki ATASNAS) 382,8 40,5 19500 Il



> Opcom klinickom pretragom riba nisu utvrdene patoloske promjene
na povrSini tijela riba. Kod pet od 25 pregledanih klenova na
lokalitetu Hum na Sutli crijevo je bilo upaljeno 1 1zrazito blijede boje,
kao rezultat Invadiranosti crijevnin nametnika 1z koljena kukasa
(Acanthocephala).

> Analizirani uzorci bili su negativni na prisustvo virusa ZHN, ZNG,
VHS i PVS sto je pokazano u reakcijama RT-PCR. Nespec1ﬁcna
pretraga ribljin virusa i1z ovih uzoraka na stanicama EPC je takoder
bila negativna.

> Na lokalitetu Hum na Sutli jedan klen je imao pozitivne rezultate
pretrage iz uzoraka jetre (7 cfu), slezene (3 cfu) I bubrega (3 cfu).
Primjenom komercijalnih. APl testova utvrdeno Je da izolirane
bakterije 1z Jetre, slezene 1 bubrega pripadaju gram negativnoj
bakterijskoj vrsti  Aeromonas hydrophila/caviae. Na lokalitetu
Sutlanska Poljana jedan klen je imao pozitivne rezultate pretrage 1z
uzoraka jetre (12 cfu) i slezene (4 cfu). Utvrdeno je da izolirane
bakterije 1z jetre pripadaju gram negativnoj bakterijskoj vrsti
Pasteurella aerogenes, a 1z slezene gram negativnoj bakterijskoj vrsti
Salmonella spp. Na ostalim lokalitetima rezultati bakterioloske

pretrage su bili negativni.



> U sklopu parazitoloske pretrage, na lokalitetu Hum na Sutli na
skrgama Jednog klena naden je Dactylogyrus sp. Na lokalitetu Donje
Brezno kod cetiri klena na skrgama naden Je lchthyophthirius
multifiliis, kod jedne cepe Dactylogyrus sp. na Sskrgama I kod jedne
krkuse Diplozoon sp. na skrgama. Na lokalitetu Klanjec na skrgama
jednog klena naden je Dactylogyrus sp. Na lokalitetu Kraj donji na
kozi dva klena naden je |. multifiliis. Na lokalitetu Klju¢ Brdovecki
kod jedne Stuke na skrgama naden je Dactylogyrus sp.

> Na 5 od 6 lokaliteta u pregledanim Kklenovima utvrdeni su crijevni
nametnici i1z koljena kukasa (Acanthocephala).

_ Parametar Prevalencija (%) Sredr_1_ja _ Srgdnji _ Rasp_on
Lokalitet abundancija £ SE intenzitet £ SE  intenziteta
Hum na Sutli 80,0 11,64 + 3,85 14,55 £ 4,30 0-68
Sutlanska Poljana 33,3 1,0+ 1,0 3,0 0-3

Klanjec 83,9 8,33 &£ 2,59 9,81+3,0 0-59
Kraj donji 45,5 1,0+ 0,44 2,2 +0,40 0-4

Klju¢ Brdovecki 50,0 1,5+ 1,50 3,0 0-3
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> Odredeni sljedovi nukleotida ITS regije I dijela gena COI pronadenih
kukasa su usporedeni u programu BLAST sa sljedovima nukleotida
pohranjenim u bazi podataka GenBank. Na osnovu toga pronadeni
kukasi su identificirani kao pripadnici vrste Pomphorhyncus laevis.

laevis Sutla: GCCTCGATTATAAACTGTTGTTTACTGAAACTGGATTTGTGGCAATAATATAATGTTCTT

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrerrernd
laevis GenBank: GCCTCGATTATAAACTGTTGTTTACTGAAACTGGATTTGTGGCAATAATATAATGTTCTT

laevis Sutla: GAGCTAGCCAAGAACTATCATTTACTTGTTGATGGTAGTTAAACCAAGAAATAAACGTCG

FEEErrr trrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e rerr reerrerr rrernd
laevis GenBank: GAGCTAGGCAAGAACTATCATTTACTTGTTGATGGTAGCTAAAACAAGAAATGAACGTCG

laevis Sutla: GTGTACAGTGAATCACTTGGCTCCCAAATCGAGGGAAGAACGTTGCCATATGTGATAAAT

CEEEErrrrrrrrrrrrrrreer rrer e et e e e e e e e e
laevis GenBank: GTGTACAGTGAATCACTTGGCTCGCAAATCGAGG-AAGAACGTTGCCATATGTGATAAAT

laevis Sutla: TTTGTGAACTGCAGGACACACGGAACAGATAGTTTTTGAACGCAAATGACAGCTGTGAGG
Forrrrrrrrrrrrerrrrrrererr e e et e e e e e e e e
laevis GenBank: TCTGTGAACTGCAGGACACACGGAACAGATAGTTTTTGAACGCAAATGACAGCTGTGAGG

laevis Sutla: TCAAACTCATAGCTACATCCGTTTGAGGTCGATTAATATGAATATATTAACAGTGTTAGT

CEErrrrrrrrerrrrrr et e e et et e e et e e e
laevis GenBank: TCAAACTCATAGCTACATCCGTTTGAGGTCGATTAATATGAATATATTAACAGTGTTAGT

laevis Sutla: GATGACTACATATTAAATAACGCTGCTAACGATAAGTGCATAATGCAGGCGAGCAATTCT

CEEEEEEEEr e e e et e e bt e e e e e e e e e e e
laevis GenBank: GATGACTACATATTAAATAACGCTGCTAACGATAAGTGCATAATGCAGGCGAGCAATTCT

laevis Sutla: AATCAGTGACTATATATAGTAGAACATGCTAGCTGAACTGCACTATATCTTGAAACACTG

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrerrernd
laevis GenBank: AATCAGTGACTATATATAGTAGAACATGCTAGCTGAACTGCACTATATCTTGAAACACTG

laevis Sutla: ACGATAACTCTGCGTAACTAGGTAATGATAATCATATGAGTGAAGTGTCGTCGTGATTGA

FEErrrrrrrrrrrrrrrr rerr rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrernd
laevis GenBank: ACGATAACTCTGCGTAACTGGGTATTGATAATCATATGAGTGAAGTGTCGTCGTGATTGA

laevis Sutla: TCGATAT 487

RN
laevis GenBank: TCGATAT 616




ZAKLJUCCI

> Rezultati provedenih fizikalno—kemijskih pretraga uzoraka vode
pokazuju da su vode ovog ribolovnog podrucja bogate Kisikom.
Vrijednosti su na svim ispitivanim lokalitetima bile i1znad 8,5 mg/L.
Temperatura vode nije pokazivala izrazene razlike izmedu pojedinih
lokaliteta. S obzirom na vrijednosti pH, Ispitivane vode odgovaraju
zahtjevima za | kakvocu vode.

> U bentosu Sest istrazivanih lokaliteta rijeke Sutle, biljni organizmi su
bili daleko vise zastupljent od zivotinjskih. Na osnovi izracunatog P-B
Indeksa saprobnosti, vode istrazivanih lokaliteta rijeke Sutle pripadale
su kakvoci Il vrste. Bentoska bioprodukcija istrazivanih lokaliteta
predstavlja povoljne uvjete za naseljavanje raznolikog biljnog I
zivotinjskog Svijeta.



> Planktonska istrazivanja na sest lokaliteta rijeke Sutle pokazala su, da
Jje naseljen veliki broj populacija biljaka I manji broj zivotinja. U svim
uzorcima previadavale su Indikatorske biljne vrste beta-
mezosaprobnog stupnja. Prema P-B indeksu saprobnosti, vode
istrazivanih lokaliteta pripadale su kakvoci Il vrste. Raznolikost vrsta,
Intenzitet primarne produkcije I kakvoca vode istrazivanih lokaliteta,
povoljno utjecu na razvoj I zivot hidrobionata.

> Na temelju utvrdenih vrijednosti bakterioloskih pokazatelja, mozemo
zakljuciti da vode istrazivanog ribolovnog podrucja odgovaraju Il
odnosno IV vrsti vode.

> U rijeci Sutli su na 6 lokaliteta ukupno ulovljene 284 ribe 1z 18 rodova
| 7/ porodica. Najbrojnija je bila porodica Cyprinidae (95%) a
najbrojnija vrsta klen (63%).

> Bakterioloski Je pregledano 29 riba od cega Je rezultat bio pozitivan
kod dvije ribe. ldentificirane su tri gram negativne bakterijske vrste:
Aeromonas hydrophila/caviae, Pasteurella aerogenes I Salmonella

Spp.



> Analizirani uzorci su bili negativni na prisustvo virusa ZHN, ZNG,
VVHS i PVS.

> Parazitoloskom pretragom je na svim lokalitetima utvrdena slaba do
osrednja prevalencija protozoa (20%) I monogenih metilja (16%) na
kozi I skrgama. Od endogenih parazita, na 5 od 6 lokaliteta u
pregledanim klenovima utvrdeni su crijevni nametnici iz koljena
kukasa. Prevalencija je bila najvisa na lokalitetu Klanjec (83,9%), a
najniza na lokalitetu Sutlanska Poljana (33,3%).
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