7. Medunarodni gospodarsko - znanstveni skup
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m Akvakultura podrazumijeva proizvodnju organizama koji zive u vodi
pod kontroliranim uvjetima, odnosno aktivnosti koje su potrebne za
postizanje proizvodnje organizama korisnih Covjeku.

m /Zbog povecCane potraznje za ribom i ribljim proizvodima posljednjin
desetlje¢a mozemo zamijetiti njezin kontinuirani porast u svjetskim
razmjerima.

m Uzgoj ribe pracen je povecCanim interesom i brigom za moguci
utjecaj na morski okolis sto dovodi do kontrole bolesti riba, pracenja
gospodarenja te zastite okolisa.

m Zdravstveno stanje riba ovisi o medusobnom utjecaju riba, patogena
| samog okolisa.

m Bolest je patofiziolosko/patoanatomsko stanje organizma
uzrokovano poremecajem fizikalnih, kemijskih i/ili bioloSkih
parametara okolisa ili njihovih medusobnih kombinacija.



U svrhu pracenja zdravstvenog stanja ribe bilo je potrebno:

1. Analizirati fizikalno-kemijska svojstva morske vode u
uzgajalistima i u njihovom okolisu;
2. Analizirati mikrobioloska svojstva morske vode u uzgajalistima i

u njihovom okolisu (broj heterotrofnih bakterija, ukupnih i
fekalnih koliforma, vibrija | enterokoka);

3. Utvrditi zdravstveno stanje ribe koje obuhvaca parazitolosku,
bakteriolosku i virolosku pretragu.

4. Procijeniti opasnost po zdravlje uzgajivaca (djelatnika) i
konzumenata ribe zbog moguce prisutnosti patogena u
uzgajalistima;

5. Procijeniti utjecaj tehnologije hranidbe riba na mikrobiolosku
kvalitetu okolisa.

m Obuhvaceno je razdoblje od pet godina s ciklusom izlazaka od
dva puta godisnje, u proljeCe i jesen.






LOKALITETI

m Uzorkovanje je provedeno na tri
uzgajalista lubina u podrucju
juznog (1), srednjeg (2) i
sjevernog (4) Jadrana.

m Osim uzgajalista lubina
istrazivanjima je bilo
obuhvaceno i jedno toviliste tuna
u srednjem Jadranu (3).
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FIZIKALNO-KEMIJSKA ANALIZA MORA

m Temperatura (°C) i otopljeni kisik
(mg/L) mjereni su na terenu pomocu
digitalne sonde, a salinitet (%o) s
uporabom salinometra.

m Rezultati vrijednosti otopljenog kisika
u vodi, za lokalitete Peljesac, Ugljan i
Zverinac, odredeni su metodom po
Winkleru.

m Prozirnost je odredivana uporabom
Secchi ploce.
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UZORKOVANJE MORSKE VODE

m Uzorci vode za mikrobioloSku
pretragu uzimanisus5L
Niskinovim crpcem, te pohranjeni u
terenske hladnjake i u njima
transportirani do laboratorija na
analizu.

m Uzorkovanje je ukljucivalo uzorke
vodenog stupca ispod kaveza s
ribom i na udaljenosti od oko 500
m od uzgajalista (kontrolna
mjesta). Uzorci morske vode za
analizu su sakupljeni na tri dubine
(0,5 m ispod povrsSine, 3 m dubine i
0,5 miznad dna).
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UZORKOVANJE RIBA

m Na uzgajalistima je
provedena zdravstvena
pretraga nasumicno
odabranih riba iz uzgoja
(lubina i tune) kako bi se
odredili paraziti, bakterije i
virusi navedenih vrsta riba.




" M

BAKTERIOLOSKA ANALIZA MORA

m Odredivanje broja heterotrofnih
bakterija

m Uzorci morske vode su serijski
razrijedeni sa sterilnom PBS
otopinom (Merck) i inokulirani
metodom Sirenja razmaza na Marine
(Difco-BD) agaru; Tryptic soy agaru
(DB-BBL) s dodatkom NaCl-a —
MTSA i uporabom SimPlate® testa
(IDEXX) u duplikatu.

m Rezultati izrazeni kao CFU/mL,
odnosno NBB/mL.
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BAKTERIOLOSKA ANALIZA MORA

m Odredivanje Vibrio spp.

m Vibriji su izolirani i prebrojani na
selektivno-diferencijalnom mediju
Thiosulphate Citrate Bile Salt
Sucrose — TCBS (Difco-BD),
metodom Sirenja razmaza i
iInkubaciji na 35°C kroz 24h.

m Rezultati izrazeni kao CFU/mL.

m Za identifikaciju izoliranih vibrija
upotrijebljena je metoda PCR uz
sekvenciranje.
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BAKTERIOLOSKA ANALIZA MORA

m BakterioloSka analiza ukupnih
koliforma i E. coli provedena je
uporabom Colilert® testova i
Quanti-Tray/2000 (IDEXX) u
duplikatu.

m Nakon inkubacije na 35°C kroz
24h, zuta boja indicira prisutnost
ukupnih koliforma, a
fluorescencija pod UV svjetlom
indicira prisutnost E. coli.

m Rezultati izrazeni kao
NBB/100mL.
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BAKTERIOLOSKA ANALIZA MORA

m Za odredivanje broja fekalnih
koliforma (NBB) u morskoj vodi
koriSten je tzv. oprezni izraCun
(Surfrider Fundation, 2003) na
temelju broja E. coli:

E. coli NBB x 1,25 = Fekalni
koliformi NBB

m Najvjerojatniji broj enterokoka
odreden je uporabom Enterolert®

testova i Quanti-Tray/2000 (IDEXX)
u duplikatu.

m Rezultati izrazeni kao NBB/100mL.
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PARAZITOLOSKA ANALIZA RIBE

m Za prisustvo ektoparazita,
pregledavani su nativni preparati
brisova koze, peraja i Skrga, te
pregledani pod svjetlosnim
mikroskopom.

m Endoparaziti su odredeni
makroskopskim pregledom
unutrasnjih organa za vrijeme
razudbe, a po potrebi determinirani
metodom PCR.
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BAKTERIOLOSKA ANALIZA RIBE

m Za odredivanje ukupnog broja
bakterija, odnosno Vibrio sp. na
kozi i skrgama riba, uzet je bris
koze ispod ledne peraje i sa Skrga,
uporabom sterilnog seta s
plasti¢nim Stapi¢em (Eurotubo) i
sterilne PBS otopine (Merck).

m |z serijski razrijedenih uzoraka po
jedan mL inokuliran je metodom
Sirenja razmaza po MTSA,
odnosno TCBS agaru u duplikatu.

m Rezultati izrazeni kao CFU/cm?.
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BAKTERIOLOSKA ANALIZA ORGANA

m Materijal je uporabom sterilne eze sa
skrga, iz jetre, slezene i bubrega,
iInokuliran na MTSA agaru.

m Podloge su inkubirane kroz 24-48h na
22°C.

m Prebrojanim izraslim kolonijama (CFU)
odredene su fenotipske karakteristike,

bojenje po Gramu, reakcija oksidaze i
katalaze.

m Svojstva izolata odredena su API
testovima (Bio Mérieux).

m Bakterije su identificirane APILAB Plus
| Apiweb identifikacijskim softverima
(Bio Mérieux, France).
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VIROLOSKA ANALIZA RIBE

m  Skupni uzorci (dijelovi slezene, srca, bubrega | mozga) od pet
jedinki iste vrste koriSteni su za virolosku pretragu.

m ViroloSkim pretragama riba utvrdivalo se prisustvo virusne
hemoragicne septikemije (VHS), zarazne hematopoetske nekroze
(IHN), zarazne nekroze gusterace (IPN) i virusne encefalopatije i
retinopatije (VER).

m Upotrebljavana je brza metoda RT-PCR (reverzna transkripcija -
lanCana reakcija polimerazom).



REZULTATI |

RASPRAVA




FIZIKALNO-KEMIJSKA ANALIZA MORA

m Vrijednosti fizikalno-kemijskih parametara analiziranih uzoraka
tijiekom ovog istrazivanja zadovoljavaju potrebe u uzgoju, uz
oCitovanje sezonskih razlika u svim parametrima fizikalno-
kemijske kvalitete vode na istrazivanim lokalitetima.
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BAKTERIOLOSKA ANALIZA MORA

m StatistiCkom analizom broja m U pogledu broja
heterotrofnih bakterija pri heterotrofnih bakterija
temperaturi inkubacije 22°C na izraslih pri temperaturi
lokalitetima s uzgojem lubina, inkubacije 35°C, nije utvrdena
tijekom cetiri uzorkovanja pravilnost, odnosno, visSe
(zanemarene dubine vrijednosti su utvrdene na
uzorkovanja), utvrdeno je da juznom i srednjem Jadranu u
lokalitet Limski kanal (uzgajaliSte i odnosu na broj heterotrofnih
kontrolne toCke) ima znacajno bakterija na sjevernom

najveci broj heterotrofnin bakterija. Jadranu.



BAKTERIOLOSKA ANALIZA MORA

m Ukoliko se promatra razlika
broja heterotrofnih bakterija po
dubinama (povrsina, 3 m i
dno) pri temperaturi inkubacije
22°C, statisticCkom analizom,
utvrdeno | je postojanje veceg
broja heterotrofnih bakterija
jedino u povrsinskom sloju na
lokalitetu Ugljan uzgajaliste.

m StatistiCke razlike u broju
heterotrofnih bakterija na tri
dubine pri temperaturi
iInkubacije od 35°C nema
izmedu lokaliteta juznog,
srednjeg i sjevernog Jadrana.

m Postojanje statistiCke razlike

vrijednosti specificnin bakterijskih
indikatora (vibrija, ukupnih
koliforma, E. coli i enterokoka)
izmedu tri dubine stupca morske
vode (povrSina, 3 midno) na
kontrolnim toCkama i uzgajalistima
tri lokaliteta s uzgojem lubina nije
utvrdeno.

Statistickom analizom vrijednosti
specificnih bakterijskih indikatora
na lokalitetima s uzgojem lubina,
tijekom Eetiri uzorkovanja
(zanemarene dubine
uzorkovanja), utvrdeno je jedino
statistiCki znacCajno najviSe E. coli
na lokalitetu Limski kanal (227,9
NBB/100mL) u lipnju 2008.
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BAKTERIOLOSKA ANALIZA MORA

m Glede specificnosti broja

m Ako se usporede razlike _ C
heterotrofnih bakterija na

izmedu sezone uzorkovanja
(proljece—jesen) na svim
istrazivanim lokalitetima s
uzgojem lubina, utvrden je veci
broj u kasnu jesen.

Broj heterotrofnih bakterija u
obje godine uzorkovanja je veci
u studenome na lokalitetima u
juznom i srednjem Jadranu, dok
je na lokalitetu Limski kanal u
sjevernom Jadranu za 2007.
godinu broj heterotrofnih
bakterija veci u lipnju.

lokalitetu Zverinac s toviliStem
tuna nije utvrdena statisticki
znacajna razlika broja
heterotrofnih bakterija izmedu tri
dubine uzorkovanja na obje
temperature inkubacije (22°C |
35°C).

Najveca vrijednost broja
heterotrofnih bakterija utvrdena
je u povrsinskom sloju na
uzgajalistu (4,1£1,1 x104
CFU/mL), odnosno kontrolnoj
tocki (3,9+0,6 x104 CFU/mL).



BAKTERIOLOSKA ANALIZA MORA

m StatistiCkom analizom je
utvrdeno postojanje statisticCki
znacajne razlike broja
heterotrofnih bakterija
primjenom Marine agara
(35°C) i broja E. coli.

m Povecanje broja Vibrio spp. u
vodi na lokalitetu Zverinac,
dovodi se u vezu s tovom tuna
kao posljedica obogacivanja s
organskom tvari.

Bakterioloskih svojstava morske vode na tri dubine; sa

statisticki  znacajnim razlikama (*) s Kruskal-Wallis

testom s post-hoc Dunnovim testom (p<<0,05)

Medfjiza amalizu  Lolaliteti wotdwvanja | Poviiina| 3m | Do

Marine agar, 2°C  Trveriac kontrola 15000 | 10500 | &400
CF il 7 verina uzzjalite 30000 | #0500 | 17500
MTS4, 12°C Tverina kontrola 000 | 5900 | 4500
CF il Twricuzzaialite | 16500 | 7500 | 500
SmPlaie 2°C  Tveriae kontrola 44000 | 41400 | 41500
NEB/nL Tveriae uzza) alitte 42000 | s | 300
Marine agar, 3°C Zverie kontrola M0 | 1550 | 1250
CFUinl. Everina uzgajalife 1950 |16 |
MTS4, 35°C Tverina kontrola 1500 | 1500 | 1300
CFlinL Twrmauzggalite | 3250 | 15900 | 240

SimPlak, 35°C zmm ]{mt:tnla | 450 | 2860 | w0

Zﬁrma: kontrola
Lvermar uzga aliste

Ulap nd ko liformi 3335? | 4281 5
HEE/100zmL Zwrma:uzga_]a]ﬁte | 15?9? |33933|14115
Escherichiacol  Cwrmackembola  * | I | 55 | 100
NEB/100mL Dwerieeuzzzialite | 550 | 1080 | 254
Enkemlrt Zwerma konbola 1.0 1,0 1.0
NEB/100mL Lveriar uzza) aliste L0 1.0 10
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BAKTERIOLOSKA ANALIZA MORA

m Utvrdena vrijednost fekalnih koliforma u povrsinskom sloju mora na
tovilistu tuna je veca 10x u odnosu od one iz literature za toviliste
tuna u Mediteranu.

m |z utvrdenoga omjera fekalnih koliforma i enterokoka, koji je
maksimalno 1,8 (<2,0), za pretpostaviti je da se radi o fekalnom
oneciscenju anlmalnog porijekla od galebova, a u svezi s
nepravilnom hranidbom.

Odnos broja fekalnih koliforma (NBB/100mL) i broja enterokoka (NBB/100ml) utvrdenog Enterolert i
Enterolert-E testom

listopad, 2008, E. ool Feloadmni Enterclert Enterclert-E | Omjer | Omgjer
kadiformd (F X | (E) (E-E) -E |F K. E-E

Eortrola powrding | 14 55+ 7 55 | 18314051 10 00 1101 f1 440

Eortrola 3 m 30 75«14 92 |32 44212 55 16457031 | 2419 61703 24 Jo0s [0 pa2

Fortrala dro 15 p5+7 14 | 18512593 2419 F21703 54 | 1299 7401195 Jopol  |opl

Tzgzajalifte ponvrdina | 10 p0 12 50 1504519863 (2143221350 Jopos  |0ps

Tzgajalifte 3 m 014 11350 5835468 35 105467 17 019|011

TTzgzajalifte dno 14 5778 | 182540 73 1155442646 (611272327 ops |03




"
BAKTERIOLOSKA ANALIZA MORA

m Srednje vrijednosti broja fekalnih L L | |

) e oo, ) Srednje vrijednosti broja fekalnih koliforma
kKoliforma na uzgajalistima lubina  ~sB/100m) na ti dubine istrazivanih lokaliteta
najvece su u povrsinskom sloju Jadtanskom moru
za lokalitete PeljeSac (8,7 x10?
NBB/100mL) i Ugljan (4,4 x103 HOKAE L rovenia | o] 3 m bno
NBB/100mL), dok su za lokalitet
Limski kanal, u pridnenom sloju
(6,1 x10%2 NBB/100mL). Na

PeljeSac Kontrola 1023,3 (48,5 329,0

Uzgajaliste 874,8 188,8 [102,9

. . A Ugljan Kontrola 4 99,3 38,9
lokalitetu Zverinac s toviliSstem g @

. . . . zgajaliste 6,0 |[206,4
tuna, Srednje VrljeanStI brOja Limski Kontrola S 1077,8 |221,0
fekalnih koliforma najveée su u kanal  {unura

v s . Kontrolavan |78,3 113,4 38,0
povrSinskom sloju (2,0 x102 —

Uzgajaliste 102,7 258,7 |607,1

NBB/loomL) Zverinac Kontrola 716,8 394,7 |[391,2

Uzgajaliste  |197,5 [229,2 |[384
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BIOMETRIJSKA ANALIZA RIBA

m Biometrijska analiza lubina

m Tijekom petogodisnjeg istrazivanja pregledano je ukupno 360 lubina,
na tri lokaliteta iz juznog, srednjeg i sjevernog Jadrana.

= Na temelju provedenih biometrijskih mjerenja, utvrdeno je da su
pregledani lubini s lokaliteta Ugljan bila najve¢i masom (TM
300,63+55,00 g, EM 283,48+47,48 g) i duzinom (TL 30,65+2,29
cm, SL 27,7711,75 cm).

m Lubini s lokaliteta Limski kanal bili su najmanji, (TM 179,6+46,52
g, EM 162,76+34,52 g. , tj. TL 25,54£2,02 cm, SL 23,01£1,75 cm.

m Biometrijska analiza tuna

m |[strazivanjima na tovilistu tuna u srednjem Jadranu ukupno je
pregledano 10 tuna.

m Srednje vrijednosti pregledanih tuna bile su TM 11,5945,19 kg, EM
8,96%2,21 kg, TL 89,1+£10,48 cm i SL 78,33+£8,09 cm.
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PARAZITOLOSKA ANALIZA RIBA

10 godisnje razdoblje
m Od ukupno pregledanih lubina, kod
njih 285 (38,83%) je utvrdena

invadiranost skrga s parazitom
Diplectanum sp.

m Natunama je utvrdena Diplectanum sp. Ceratothoa oestroides
invadiranost ekto i endoparazitima.

m U zdrijelu 12 lubina (1,63%)
utvrden je parazit Ceratothoa
oestroides.

m Kod riba oko uzgajaliSta utvrden je
Anisakis sp., kao i kod tuna dok
kod lubina nije pronaden.

V"

~ Anisakis sp.

Anisakis sp.
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PARAZITOLOSKA ANALIZA RIBA
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Anisakis sp. u trbusnoj éup’ljini Diplectnum sp. na Skrgama
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BAKTERIOLOSKA ANALIZA RIBA

m Temeljem rezultata analize bakterijskih svojstava vode na lokalitetima
s uzgajalistima lubina i toviliStem tuna, napose procjene broja
fekalnih koliforma, nije za oCekivati akumulaciju patogena na ribi ili
penetraciju unutar tkiva riba, izuzev na lokalitetu Ugljan.

m BakterioloSkom analizom broja heterotrofnih bakterija i Vibrio sp.
iz brisa s koze i skrga, statistiCki najmanji broj heterotrofnih
bakterija utvrden je u brisovima s koze i Skrga lubina sa lokaliteta
Peljesac.

m Najveci broj heterotrofnih bakterija u brisu sa Skrga (listopad, 2008) |
koze (lipanj i listopad, 2008.) je utvrdena na lokalitetu Limski kanal.



BAKTERIOLOSKA ANALIZA RIBA

Tuna/koza GGCATCGGTCATGATGATGATGTTGTGGTAACGAAGCTTGTCCGGGTTGTACTCGTCACG
o - M M Lubin/Lim/koza GGCATCGGTCATGATGATGATGTTGTGGTAACGAAGCTTGTCCGGGTTGTACTCGTCACG
I e n tl I aC IJ a VI rl O S p . Bris/Lim/koza GGCATCGGTCATGATGATGATGTTGTGGTAACGCAGCTTGTCCGGGTTGTACTCGTCACG
GenBankATCC17749 GGCATCGGTCATGATGATGATGTTGTGGTAACGAAGCTTGTCCGGGTTGTACTCGTCACG
Od dl L] kI tld lh Il d e v v e e e vk sk ke e ok ok ok e o ok o e e ke o o e ok ok e e o ok e e e ok ok ok ok o o e o ok ok ol e ok ok ok e ok ok ok ok e ok ok ke e ok ok
re I V a nJ e n u e O I n I S J e Ova Tuna/koza ACCGATACCACAACCTAGTGCGGTGATCAGTGTTGCTACTTCTTGAGAAGATAGCATCTT
A Lubin/Lim/koza ACCGATACCACAACCTAGTGCGGTGATCAGTGTTGCTACTTCTTGAGAAGATAGCATCTT
g e n a 1 6 S r D N A d u Z I n e 5 O O p b Bris/Lim/koza ACCGATACCACAACCAAGTGCAGTGATCAGAGTGGCCACTTCTTGCGAAGACAGCATCTT
. . N . GenBankATCC17749 ACCGATACCACAACCTAGTGCGGTGATCAGTGTTGCTACTTCTTGAGAAGATAGCATCTT
potvrdllo Je da Su IZOIIrane hhkkkhkkhkkkhkhkhkkhdk khkhkhkk Hhkdkkdhhkdkk *k khk hhkkhhkdkhkd hhhkhkk hhkhkkhkkk
. . . . . . Tuna/koza GTCGAAACGTGCTTTCTCTACGTTAAGAATCTTACCTTTTAGCGGTAGGATTGCTTGGTT
b akte rIJ e p rl p ad n ICI ro d a VI b rl O Lubin/Lim/koza GTCGAAACGTGCTTTTTCTACGTTAAGAATCTTACCTTTTAGCGGTAGGATTGCTTGGTT
' Bris/Lim/koza GTCGAAACGTGCTTTTTCTACGTTAAGAATCTTACCTTTTAGCGGTAGGATTGCTTGGTT
. . . . GenBankATCC17749 GTCGAAACGTGCTTTTTCTACGTTAAGAATCTTACCTTTTAGCGGTAGGATCGCTTGGTT
Anallzom nukleotldnlh Sljedova hkkhkhh kb hhd hhhhhhhhhhh bbb bbb bbbk hk hkkhkhddhd
Tuna/koza CTTACGGTTACGGCCTTGTTTTGCGGAGCCGCCTGCCGAATCACCCTCCACTATGTATAG
g e n a g yr B (6 O O p b) I Z 0 I I r a n e Lubin/Lim/koza CTTACGGTTACGGCCTTGTTTTGCGGAGCCGCCTGCCGAATCACCCTCCACTATGTATAG
Bris/Lim/koza CTTACGGTTACGGCCTTGTTTTGCGGAGCCGCCTGCCGAATCACCCTCCACTATGTATAG
GenBankATCC17749 CTTACGGTTACGGCCTTGTTTTGCGGAGCCGCCTGCCGAATCACCCTCCACTATGTATAG
bakterlje Su Identlflclrane kao e e de e o e vk ok o e sk ok ok e ok ok o o e ok o ok e o ok ok ke o vk gk ok e ok ok o e ok ok ok o e ok o o e ok o o e o ok ok ke e ok o ke e ke ok
Tuna/koza TTCAGAGAGTGCCGGATCTTTTTCCTGACAGTCTGCAAGTTTACCTGGAAGACCAGCTAG
S OJ eV I V rSte V. a | g I n O | y t I C u S . Lubin/Lim/koza TTCAGAGAGTGCCGGATCTTTTTCCTGACAGTCTGCAAGTTTACCTGGAAGACCTGCTAG
Bris/Lim/koza TTCAGAGAGTGCCGGATCTTTTTCCTGACAGTCTGCAAGTTTACCTGGAAGGCCAGCTAG
= w LI GenBankATCC17749 TTCAGAGAGTGCCGGATCTTTTTCCTGACAGTCTGCAAGTTTACCTGGAAGGCCAGCTAG
P ostota k s I I c n ostl IZ m edu -
H - - H Tuna/koza GTCTAGTGCACCTTTACGGCGCGTCATTTCACGAGCTTTACGCGCAGCTTCACGTGCACG
h rvats kl h I IZ 0 I ata V_ al g I n O Iytl C u S Lubin/Lim/koza GTCTAGTGCACCTTTACGGCGCGTCATTTCACGAGCTTTACGCGCAGCTTCACGTGCACG
. Bris/Lim/koza GTCTAGTGCACCTTTACGGCGCGTCATTTCACGAGCTTTACGCGCTGCTTCACGTGCACG
I Z b a n k e p O d at a k a G e n B an k n a GenBankATCC17749 GTCTAGTGCACCTTTACGGCGCGTCATTTCACGAGCTTTACGCGCTGCTTCACGAGCACG
dhkkkhkkkkkhkhkkkhk ko hkk kb kb kkkhbhkdkhd hhkdkhkdkhd khkkk
temelju sliedova nukleotida gena =z eSO TSI CACO
Lubin/Lim/koza TGCTGCATCGATGATTTTCGAACAAACCATCTTCGCTTCTGTCGGGTTCTCAATCAGGAA
H T T 0 Bris/Lim/koza TGCTGCATCGATGATTTTCGAACAAACCATCTTCGCTTCTGTCGGGTTCTCAATCAGGAA
g yr B J e I Z n O S I O 9 2 8 - 1 O O /('_) . GenBankATCC17749 TGCTGCATCGATGATTTTCGAACAAACCATCTTCGCTTCTGTCGGGTTCTCAATCAAGAA
, EE R R e e e R R R R RS L

Tuna/koza CTCAGACAGTTTTTCACCCATTGCAGACTCAACAGCTGATTTCACTT

Lubin/Lim/koza CTCAGACAGTTTTTCACCCATTGCAGACTCAACAGCTGATTTCACTT

Bris/Lim/koza CTCAGACAGTTTTTCACCCATTGCAGACTCAACAGCTGATTTCACTT

GenBankATCC17749 CTCAGACAGTTTTTCACCCATTGCAGACTCAACAGCTGATTTCACTT

L L s T T

Usporedba sljedova nukleotida sojeva V. alginolyticus
izoliranih iz Hrvatske (izolati: iz koze tune i brisa koze lubina
iz Limskog kanala) te soja ATCC 17749 iz GenBank-a
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BAKTERIOLOSKA ANALIZA RIBA

m Bakterijsku populaciju lubina na

lokalitetu Peljesac Cine bakterijske
vrste: Bacilus cereus; Brevundimonas
diminuta/Empedobacter breuvis;
Brevundimonas vesicularis;
Chryseomonas luteola,;
Corynebacterium propinqum;
Lactobacillus spp.; Moraxella spp.;
Micrococcus spp.; Methylobacter spp.;
Nefermentor spp.; Ochrobacter
antrophi; Panotoea spp.; Pasteurella
multocida; Pasteurella spp.;
Pseudomonas fluorescens;
Pseudomonas putida; Staphylococcus
xylosus; Staphylococcus spp. |
Stenotrophomonas maltophilia.

Gledano po sezonama proljece i jesen
postoji razlika u brojnosti zastupljenih
bakterijskih vrsta, te su bakterije lubina
tijekom jeseni bI‘Ojane vrstama.

Bakterije lubina PeljeSac

pro

ljece

B Moraxella spp.

O Micrococcus spp.
@ Nefermentor spp.
O O. antrophi

W Pasteurella spp.
@ S. xylosus

0O S. maltophilia

Bakterije lubina Peljesac

1%

jese

n

O B. cereus

B B. diminuta/E. brevis
O B. vesicularis

O C. luteola

W C. propingum

O Lactobacillus spp.
B Moraxella spp.

B Methylobacter spp.
O Panotoea spp.

B P. multocida

B Pasteurella spp.

W P. fluorescens

W P. putida

@ S. xylosus

O Staphylococcus spp.
O S. maltophilia
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m Bakterije lubina na lokalitetu Ugljan
S u . B revu n d I m O n aS . M Brevundimonas vesicularis
diminuta/Empedobacter brevis; i

Brevundimonas vesicularis;
Corynebacterium propinqum;
Moraxella lacunata; Moraxella spp.;
Micrococcus spp.; Nefermentor spp.;
Ochrobacter antrophi; Pasteurella
spp.; Pseudomonas spp.; Shigella
spp.; Staphylococcus lentus; " e Empecer revs

B Moraxella spp.

@ Micrococcus spp.

B Nefermentor spp.

O Ochrobacter antrophi

B Pasteurella spp.

Staphylococcus spp. | Weeksella

virosa/Empedobacter breuvis.
m Kao i na lokalitetu Peljesac i ovdje je 2

@ B. diminuta/E. brevis
O M. lacunata

B Moraxella spp.

@ Micrococcus spp.

O O. antrophi

W Pasteurella spp.

B Pseudomonas spp.

brojnost bakterijskih vrsta u proljece
manja u odnosu na onu utvrdenu u
jesenskim mjesecima.

O Shigella spp.

OS. lentus

B Staphylococcus spp.
B W. virosa/E. brevis
B Neidentificirano
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m Na lokalitetu Limski kanal, u

pregledanih lubina utvrdene su
bakterije: Acidobacter
baumanii/calcoaceticus;
Brevibacterium spp.; Chryseomonas

luteola; Corynebacterium propinqum;

Moraxella spp.; Micrococcus spp.;
Nefermentor spp.; Ochrobacter
antrophi; Pasteurella spp.;
Pseudomonas spp.; Staphylococcus
lentus; Staphylococcus xylosus;
Staphylococcus spp.;
Stenotrophomonas maltophilia |
Weeksella virosa/Empedobacter
brevis.

lako manje izrazeno u odnosu na
lokalitete s uzgojem lubina juznog i
srednjeg Jadrana i ovdje je brojnost
bakterijskih vrsta lubina u proljece
manja nego u jesen.

Bakterije lubina Limski kanal proljece

O A. baumanii/calcoaceticus
B Moraxella spp.

@ Nefermentor spp.

0O Ochrobacter antrophi

W Pasteurella spp.

@ Pseudomonas spp.

B Staphylococcus spp.

B W. virosa/E. brevis

B Neidentificirano

Bakterije lubina Limski kanal jesen

o, 3960
%@%{0443 B Brevibacterium spp.
03 0 0O C. luteola

O C. propingqum

B Moraxella spp.

@ Micrococcus spp.
B Pasteurella spp.
OS. lentus

O S. xylosus

B S. maltophilia

B W. virosa/E. brevis
B Neidentificirano




BAKTERIOLOSKA ANALIZA RIBA

m  Temeljem bakterija koje su izoliranei g
identificirane iz organa lubina na
sva tri lokaliteta, statistiCki je
analizirana razlika broja bakterija C
izmedu tri lokaliteta.

m Usporeden je ukupni broj izoliranih
bakterija sa skrga, iz jetre, slezene
| bubrega.

Razlika ukupnog broja bakterija izoliranih iz svih organa
izmedu tri lokaliteta, statisticki znacajne razlike (*) s
Kruskal-Wallis testom s posz-hoc Dunnovim testom (p<0,05)

Bakterijska vrsta Peljesac Ugljan Limski kanal
C. propinqum 5 6 1
763¢ 1122° 14972

k Micrococcus sp. 12 45 15
Nefermentor sp. 23 31 25
O. antrophi 4 30 20
Pasteurella sp. 94 206 172
Staphylococcus sp. 18 23 24

Znacajnost razlika je prikazana
neovisno o datumu uzorkovanja.

Utvrdeno je da se lubini s tri lokaliteta
razlikuju jedino po broju Moraxella

sp. ukupno i na skrgama.

Broja bakterija izoliranih sa Skrga, izmedu lubina na tri
lokaliteta, statisticki znacajne razlike (*) s Kruskal-Wallis
testom s post-hoc Dunnovim testom (p<<0,05)

Bakterijska vrsta Peljesac Ugljan Limski kanal

Moraxellasp. * 7430 11062 14142

C. propinqum 5 4 1

Micrococcus sp. 11 39 14
Nefermentor sp. 13 22 15
O. antrophi 2 23 20
Pasteurella sp. 89 183 113
Staphylococcus sp. 17 21 17
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m Bakterijska zajednica lubina u Jadranu dominatno je sastavljena od
Gram-negativnih bakterija (Moraxella, Nefermentor, Ochrobacter i
Pasteurella), dok su manjim udjelom zastupljene Gram- -pozitivne
bakterijske vrste (Corynebacterium, Micrococcus i Staphylococcus).

m Bakterijski patogeni, opisani kao uzrocnici bolesti u uzgojima lubina
u svijetu i kod nas u ovom istrazivanju nisu utvrdeni.

m |dentificirane bakterije su utvrdene kao dio normalne mikroflore kod
sardine.

m Neke od izoliranih bakterija su moguci uzro€nici bakterijskih bolesti u
riba: Bacillus cereus, Klebsiella spp., Lactobacillus spp., Moraxella spp.,
Pseudomonas fluorescens i Pseudomonas putida.

m Vibrio alginolyticus, utvrden u brisovima s koze i Skrga lubina, jedna je
od vrsta roda Vibrio izoliranih iz larvalnih stadija lubina, a isto tako je
uzrocnik tipiéne bakterijske septikemije morskih riba.



BAKTERIOLOSKA ANALIZA RIBA

Broj bakterija izoliranin iz brisova s koze tune
je veci (118£16,97 CFU/cm2) u odnosu na
broj bakterija sa Skrga (162,12 CFU/cm2).

Kao i kod lubina, u brisu s koze i Skrga tune
identificiran je Vibrio alginolyticus.

Temeljem petogodiSnjeg istrazivanja
bakterijska populacija tune: Brevundimonas
diminuta/Olighella urethralis; Brevundimonas
vesicularis; Corynebacterium propinqum;
Klebsiella spp.; Moraxella lacunata; Moraxella
spp.; Pasteurella multocida; Pasteurella spp.;
Pseudomonas spp.; Staphylococcus lentus;
Staphylococcus xylosus; Staphylococcus
spp.; Weissella viridescens i Weeksella
virosa/Empedobacter breuvis.

Sezonska razlika broja bakterijskih vrsta (9) u
proljetnoj sezoni u odnosu na jesen (10) nije
izrazena kod tune.

Bakterije tune proljece

26%

0%
28% 0

0% 30%

@ B. vesicularis

B M. lacunata

@ Moraxella spp.

@ P. multocida

O Pasteurella spp.
@S lentus

O S. xylosus

0O Staphylococcus spp.
B W. virosa/E. brevis

Bakterije tune jesen

uw gy,

6%
2%
—0%

12%

0%

42%

O B. diminuta/O. uretralis
@ B. vesicularis

O C. propinqum

O Klebsiella spp.

@ Moraxella spp.

O Pasteurella spp.

B Pseudomonas spp.

O Staphylococcus spp.

B W. viridescens

B W. virosa/E. brevis
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BAKTERIOLOSKA ANALIZA RIBA

m Postojanje sezonske razlike izmedu bakterijskih vrsta izoliranih u
sezonama proljec¢e-jesen u lubina (PeljeSac, Ugljan, Limski kanal) i tune
(Zverinac) ispitano je uporabom Mann-Whitney testa (p<0,05).

m Statisticki znacajna razlika jedino postoji na lokalitetu Peljesac i to u
pogledu bakterijske vrste Stenotrophomonas maltophilia na Skrgama.

m Maksimalne vrijednosti heterotrofnih bakterija iz brisa koze lubina na
lokalitetu Peljesac, Ugljan, Limski kanal i u tune, manje su od do sada
utvrdenih u srdele iz Jadrana.

m Bakterije kvarenja riba uglavnhom su Gram-negativne bakterije, a neke od
njih iz rodova Pseudomonas, Moraxella i Vibrio, utvrdene su u lubina
tuna.
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m Neke od bakterija, utvrdene u jadranske srdele, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida, Stenotrophomonas maltophllla Micrococcus spp.,
Staphylococcus spp., korineformi i druge Gram-pozitivnhe bakterije, dio su i
bakterijske zajednlce uzgojenih lubina i tune.

m Od glavnih uzrocnika kvarenja, Shewanella putrefaciens i P. fluorescens, u
srdele iz Jadrana, u ovom istrazivanju utvrden je samo P. fluorescens u
lubina s lokaliteta Peljesac.

m  Stenotrophomonas maltophilia, uzro€nik kvarenja ribe putem povecanja
udjela kadaverina i histamina u tuna, utvrdena je u lubina s lokaliteta
Peljesac i Limski kanal, dok u tune nije utvrdena.

m Histaminogene bakterije, poput roda Klebsiella, tesko je utvrditi i izolirati te
su do sada izolirane samo s koze, dok je u ovom istrazivanju Klebsiella
Izolirana iz bubrega kod tune.

m Rodovi Micrococcus | Staphylococcus, s poznatom litickom aktivhoScu, dio
su bakterijske populacije u lubina i tune.

m Weisella, poznati uzroCnik kvarenja mesa, izolirana je i identificirana iz
bubrega tune.



VIROLOSKA ANALIZA RIBA

m Rezultat viroloSke pretrage na sve analizirane viruse postupkom
RT-PCR je bio negativan



. 1"\

*
ZAKLJuéAq




m Prvi put u Hrvatskoj i svijetu provedeno je sustavno istrazivanje
zdravstveno stanje populacije lubina i tuna u uzgoju, te bakterioloskih
svojstava mora na uzgajalistima u Jadranu.

m Vrijednosti fizikalno-kemijskih parametara analiziranih uzoraka tijekom
ovog istrazivanja zadovoljavaju potrebe u uzgoju lubina i tune, uz
oCitovanje sezonskih razlika u svim parametrima fizikalno- kemuske
kvalitete vode na istrazivanim lokalitetima.

m |[strazivanja mikrobioloSkih svojstava mora pokazala su da je broj
heterotrofnih bakterija utvrden tijekom istrazivanja bio veci u jesenjem u
odnosu na proljetni period.

m Najveci broj heterotrofnih bakterija bio je u sjevernom Jadranu-Limski
kanal (turistiCko okruzje, plovni put, geolosko-hidroloske posebnostsi
zaljeva).

m |zmedu lokaliteta s uzgojem lubina nema statistiCki znacCajne razlike u
broju E. coli, Vibrio spp., ukupnih koliforma i enterokoka. StatistiCkom
obradom rezultata utvrdena je pozitivha korelacija broja Vibrio spp. s
brojem ukupnih koliforma, E. coli i enterokoka u moru.

m Vece vrijednosti fekalnih indikatora na toviliStu tuna, u odnosu na
literaturno dostupne podatke, u svezi je s neadekvatnom hranidbom
tuna sa svjezom i odmrznutom ribom koja privlaCi kolonije galebova, a
koji utjeCu na mikrobiolosku kvalitetu vode na i oko uzgajalista.



m Utvrdeno je kako povecanje broja heterotrofnih bakterija u moru, prati
povecanje broja heterotrofnih bakterija u brisovima s koze i Skrga, kao i u
broju izoliranih bakterija iz uzoraka organa riba.

m Sukladno najvec¢em broju heterotrofnih bakterija u vodi na lokalitetu Limski
kanal, najveci broj heterotrofnih bakterija u brisu s koze i sSkrga utvrden je
u lubina na istom lokalitetu.

m Broj heterotrofnih bakterija iz brisova s koze lubina i tune je veci u odnosu
na broj heterotrofnih bakterija sa skrga.

m |[strazivanje bakterijske populacije u lubina, provedeno na 360 lubina iz
uzgoja u Jadranu, pokazalo je raznolikost bakterijskih vrsta, pri Cemu su
Gram-negativne bakterije dominantno zastupljene.

m Vecina Gram-negativnih bakterija (neovisno o lokalitetu uzgoja) izoliranih
Iz uzoraka lubina su bile Moraxella spp., Pasteurella spp., Nefermentor
spp. | Ochrobacter antrophi.

m Vecina izoliranih Gram-pozitivnih bakterija su bile Staphylococcus spp.,
Micrococcus spp. i Corynebacterium propinqum.

m Bakterije izolirane u tuna su: Brevundimonas spp., Corynebacterium
propingum, Klebsiella spp., Moraxella spp., Pasteurella spp.,
Pseudomonas spp., Staphylococcus spp., Weissella viridescens i
Weeksella vwosa/Empedobacter brevis.

m  Mnoge od identificiranih bakterija su ubikvitarne i uvjetno patogene u
morskom ekosustavu.



m Potencijalno patogeni mikroorganizmi utvrdeni u lubina i tuna su: Bacillus
cereus, Lactobacillus spp., Moraxella spp., Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida, Klebsiella spp. i Vibrio alginolyticus.

m Zabiljezena je prisutnost bakterija kvarenja u lubina i tuna, iz rodova
Pseudomonas, Moraxella i Vibrio.

m Histaminogena vrsta iz roda Klebsiella, koja je prema literaturnim
podacima do sada izolirana samo s koze tijiekom ovog istrazivanja je
Izolirana iz bubrega tune.

m |z brisova s koze i skrga lubina i tuna izolirana je i molekularno _
identificirana, a sekvencioniranjem potvrdena bakterija Vibrio alginolyticus.

m |zolirane bakterije su opasnost po zdravlje riba, ali i ljudi
(imunodeficijentnih osoba), osobito djelatnika na uzgajalistima koji su u
Izravnom doticaju s ribom.

m Nadeni paraziti kod lubina, ali i divljih riba izvan kaveza, predstavljaju
potencijalnu opasnost za uzgoj u smislu prinosa, dok su drugi opasni i po
zdravlje ljudi.

m Viroloskom pretragom nisu nadeni uzrocnici bolesti.
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