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PREDGOVOR

,AdriAquaNet (Poticanje inovacije i unaprjedenje odrzivosti jadranske akvakulture;
u eng. izvorniku: Enhancing Innovation and Sustainability in Adriatic Aquaculture)” su-
radni je talijansko-hrvatski projekt u sklopu Interreg programa (V-A 2014-2020) i spada
u prioritetnu skupinu 1 ,Inovacije u plavom gospodarstvu — unaprijedite radni okvir za
inovacije u relevantnim sektorima plavoga gospodarstva unutar suradnoga podrucja“
(u eng. izvorniku: “Blue innovation — Enhance the framework conditions for innovation
in the relevant sectors of the blue economy within the cooperation area”).

Glavni cilj projekta jest osnaZiti odrzivu akvakulturu u Jadranskome more transferom
naprednih znanja i novih tehnologija kroz cjelokupni lanac vrijednosti u akvakulturi, po-
¢evsi od upravljanja proizvodnjom na uzgajalistu riba pa sve do plasmana obradenoga
proizvoda na trziSte. Projekt je zapocet s ciljem da utjece na tri aspekta vrijednosnoga
lanca, kako slijedi:

1. Unaprjedenje uzgoja primjenom inovativnih formulacija riblje hrane i inovativnog
postupka hranidbe u cilju poboljsanja kvalitete ribe i zastite okoliSa uz istodobno
uvodenje tehnologije koja omoguéava ustedu energije.

2. Uvodenje novoga pristupa upravljanju zdravljem i dobrobiti cijepljenjem protiv bak-
terijskih infekcija i primjenom prirodnih supstanci u lijecenju.

3. Razvijanje smjernica namijenjenih potrosacima ribe temeljem procjene zdravstvene
ispravnosti i kvalitete, senzorickih i nutritivnih svojstava kao i zdravstvenih dobrobiti
konzumacije te, u konacnici, prezentacije svih ovih podataka i ¢injeni¢noga stanja
potrosacima u jadranskoj regiji sveobuhvatnom marketinskom kampanjom.

Priru¢nik ,Strategija cijepljenja u jadranskoj akvakulturi” je dokument namijenjen
uzgajivacima lubina i komarce, veterinarima uklju¢enim u upravljanje zdravljem u ja-
dranskoj akvakulturi, predstavnicima farmaceutske industrije i svim ostalim dionicima
uklju¢enim u zdravlje riba. Dokument pruza osnovne informacije o imunosnom sustavu
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riba pruzajuéi osnovna saznanja potrebna da se shvati vaznost imunoprofilakse u uz-
goju, pregled ekonomski najznacajnijih bakterijskih bolesti i prakti¢ne savjete tijekom
provodenja cijepljenja. Na taj nacin su objasnjene aktivnosti i istrazivanja realizirana
u okviru radnog paketa 4 ,Inovacije u upravljanju zdravljem” projektni zadatak 4.1.
Proizvodnja i testiranje ucinkovitosti autolognih cjepiva protiv bakterijskih infekcija uz-
rokovanih bakterijom Vibrio harveyi i Tenacibaculum maritimum.

Autori su suradnici u AdriAquaNet projektu i vodeci su strucnjaci u podrucju uprav-
ljanja zdravljem riba u Italiji i Hrvatskoj, a navedeni su abedednim redom:

Chiara Bulfon — Sveuciliste u Udinama, Odjel za znanosti o agrohrani, okoliSu i
Zivotinjama

Igor Cviti¢ — Uzgajaliste Friskina d.o.o., Split

Marco Galeotti — Sveuciliste u Udinama, Odjel za znanosti o agrohrani, okoliSu i

Zivotinjama

Danijel Mejdandzi¢ — Cromaris, d.d.

DraZen Orai¢ — Hrvatski veterinarski institut, Laboratorij za patologiju riba

Valentina Pacorig — Sveuciliste u Udinama, Odjel za znanosti o agrohrani, okoliSu i
Zivotinjama

Donatella Volpatti  — SveuciliSte u Udinama, Odjel za znanosti o agrohrani, okolisu i
Zivotinjama

Lea Vrbanci¢ — Hrvatski veterinarski institut, Laboratorij za patologiju riba

Ivana Giovanna — Hrvatski veterinarski institut, Laboratorij za patologiju riba

Zupicic

Snjezana Zrncic — Hrvatski veterinarski institut, Laboratorij za patologiju riba

lako nisu partneri u ovom projektu, Cromaris, d.d. je iskazao veliku spremnost na
suradnju u vidu donacija mlada za pokuse ili dijeljenja iskustava i foto dokumentacije te
im se stoga iskreno zahvaljujemo.

Snjezana Zrnci¢ i Marco Galeotti
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1. UVOD

SnjeZana Zrn¢i¢

Hrvatski veterinarski institut, Laboratorij za patologiju riba

Marco Galeotti

Sveuciliste u Udinama, Odjel za agrohranu, znanost o okolisu i Zivotinjama

Uzgoj lubina (Dicentrarchus labrax) i komarce (Sparus aurata) je iznimno vazna
aktivnost u jadranskom moru, kako uz talijansku tako i uz hrvatsku obalu. Zarazne
bolesti predstavljaju klju¢nu prepreku u razvoju industrije akvakulture (Sanchez i sur.
2021). lako morski okolis podrzava preZivljavanje bakterija izvan domacina, samo ma-
len broj bakterija u sredozemnom morskom okolisu moZe izazvati bolest (Pujalte i sur.
2003). Najces¢i, najstetniji i ekonomski najznacajniji bakterijski uzrocnici koji uzrokuju
gubitke u uzgoju lubina i komarce, su bakterije porodice Vibrionaceae, tocnije bakte-
rije Vibrio anguillarum i Photobacterium damselae subsp. piscicida te, u posljednje
vrijeme sve vazniji uzro¢nik bolesti, bakterija Vibrio harveyi (Mancuso 2014). Pored
infekcija uzrokovanih prethodno spomenutim bakterijama, infekcije uzorkovane bak-
terijom Tenacibaculum spp. ubrajaju se u najvaznije bolesti lubina (Zrnci¢ i Pavlinec
2020). Medutim, pojava bakterijskih bolesti nije nuZzno uzrokovana jednom bakteri-
jom veé moze ukljucivati sinergijsku interakciju dviju ili vise vrsta. Bakterijske infek-
cije uzrokuju visoke mortalitete, a gubici se mogu ublaziti tretmanima kemikalijama i
antibioticima (Soliman i sur. 2019). lako koristenje antibiotika moZe uspjesno smanjiti
gubitke, njihova je opetovana uporaba povezana s potencijalno negativnim ishodima
kao $to su antimikrobna rezistencija te rezidue antibiotika u morskom okoliSu i hrani
iz mora.

Kao i za druge vrste kraljeznjaka, cijepljenje je klju¢na komponenta za odrzivi uz-
goj zdravih riba (Miccoli i sur. 2019). Cijepljenje je prepoznato kao neophodan pristup
smanjenju uporabe antibiotika u industriji akvakulture (Adams 2019). Povecana ucesta-
lost bakterija rezistentnih na anitmikrobne tvari te opasnosti za sigurnost hrane mogle
bi biti smanjene primjenom strategije cijepljenja koja je izrazito ucinkovita i ekonomic-
na u zastiti zdravlja riba od razli¢itih uzrocénika bolesti i omogudava ekoloski prihvatljivu
akvakulturu i sigurne izvore hrane (AAC 2018). Cijepljenje bi trebalo biti dio odgovornog
programa upravljanja zdravljem riba te takoder temeljito isplanirano i oéekivano sto
znaci da ono nije kratkorocno rjeSenje zdravstvenih problema. Temeljem redovitog na-
dziranja/pracenja pojave bolesti, uzgajivaci riba bi zajedno sa strué¢njacima za zdravlje
riba trebali isplanirati program cijepljenja kako bi se postigla djelotvorna zastita.

Uzevsi u obzir sve prethodno spomenute cCinjenice, projekt AdriAquaNet je, medu
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ostalim aspektima poboljSanja odrzivosti morske akvakulture Jadrana, ukljucio cijepl-
jenje kao klju¢an pokretac odrzivosti.

Sa ciljem promocije cijepljenja i poticanja primjene cjepiva u uzgoju lubina i komar-

Ce, aktivnosti projekta usmijerili smo na dvije teme:

i. Proizvodnja autogenih cjepiva protiv bakterija Vibrio harveyi i Tenacibaculum mari-
timum te laboratorijsko i terensko testiranje ucinkovitosti

i. Pripremaiizrada dokumenta ,Strategija cijepljenja za mrijestilista i uzgajalista riba“
Publikacija ,Strategija cijepljenja za mrijestilista i uzgajalista riba“ osmisljena je kao

priruénik s najvaznijim informacijama o ulozi cijepljenja u upravljanju bakterijskim bo-

lestima u jadranskoj morskoj akvakulturi te sadrzi slijedeca poglavlja:

- Poglavlje 2 ,Imunosni sustav komarce (Sparus aurata) i lubina (Dicentrarchus
labrax)” pruza osnovne informacije o imunoloskom sustavu riba te objasnjava
koji organi imaju ulogu u zastiti protiv uzro¢nika bolesti, koji su zastitni imunosni
mehanizmi kod riba te kako ribe imaju koristi od cjepiva

- Poglavlje 3 ,Glavni uzrocnici zaraznih bolesti u Jadranskom moru“ bavi se naj-
patogenijim bakterijskim uzroc¢nicima bolesti pruzajuéi osnovne informacije o
bakterijama, mehanizmima infekcije, ekoloskim uvjetima potrebnima za razvoj
bolesti, klinickim aspektima bolesti te na¢inima upravljanja bolestima

- Poglavlje 4 “Cijepljenje i strategija cijepljenja” bavi se cijepljenjem te informira
Citatelje o razli¢itim cjepivima, pruzajuci popis dostupnih komercijalnih cjepiva,
upucujudi kako pripremiti plan cijepljenja i kako provesti cijepljenje u mrijestili-
Stima te opisuje postupke docjepljivanja uranjanjem i injekcijom tijekom kave-
zZnog uzgoja

Nadamo se da ée ovaj dokument pomocdi odgovornima za upravljanje zdravljem riba,

uzgajivacima te konzultantima u postavljanju ucinkovitog pristupa cijepljenju, odabiru
optimalnog cjepiva te uspjeSnom sprjecavanju bakterijskih bolesti u jadranskoj morskoj
akvakulturi. Takvo ¢e postignude pridonijeti odrZivosti regionalnog sektora akvakulture
koja je vazna za zdravlje potrosaca te o¢uvanje zdravog okolisa.

Literatura:

Adams, A. (2019). Progress, challenges and opportunities in fish vaccine development. Fish & shellfish immunology, 90,
210-214.

Aquaculture Advisory Council (AAC). 2018. Relevance of the availability of effective vaccines in aquaculture. Position
Paper — February 2018. pp 9

Sénchez, J. L. F., Le Breton, A., Brun, E., Vendramin, N., Spiliopoulos, G., Furones, D., & Basurco, B. (2022). Assessing the
economic impact of diseases in Mediterranean grow-out farms culturing European sea bass. Aquaculture, 547, 737530.
Mancuso, M. (2014). Emerging Bacterial Pathologies in Mediterranean Mariculture. Journal of Aquaculture and
Research,1, 1-2.

Miccoli, A., Saraceni, P. R., & Scapigliati, G. (2019). Vaccines and immune protection of principal Mediterranean marine
fish species. Fish & shellfish immunology, 94, 800-809.
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in Sparus aurata cultured in Mediterranean fish farms. Diseases of aquatic organisms, 54(2), 119-126.

Soliman, W. S., Shaapan, R. M., Mohamed, L. A., & Gayed, S. S. (2019). Recent biocontrol measures for fish bacterial
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Zrnéié, S., & Pavlinec, Z. (2020). Introduction to bacterial diseases. In. Zrn&i¢, S. (Ed.), Diagnostic Manual for the main
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Researches n. 75. CIHEAM, Zaragoza, pp. 63-66.; http://om.ciheam.org/om/pdf/b75/00007940.pdf
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2. IMUNOLOSKI SUSTAV KOMARCE (SPARUS
AURATA) | LUBINA (DICENTRARCHUS LABRAX)

Marco Galeotti i Donatella Volpatti

Sveuciliste u Udinama, Odjel za agrohranu, znanost o okolisu i Zivotinjama

2.1. Uvod

Lubin (Dicentrarchus labrax) i komarca (Sparus aurata) najvaznije su vrste morskih riba
u podruéju Sredozemlja (https://feap.info/wp-content/uploads/2022/03/production-re-
port). Njihova komercijalna vaznost potaknula je interes istraZivaca za aspekte koji se od-
nose na imunosni odgovor i zastitu od bolesti. Podaci o genomu objavljeni su za obje vrste
(Tine i sur. 2014, Pauletto i sur. 2018), a dostupna su i neka antitijela za ozna¢avanje imuno-
globulina i populacija leukocita (Tablica 1). Uvidom u znanstvenu literaturu (baze podataka
SCOPUS i WOS) proizlazi da je komarca uglavnom bila predmet imunoloskih istraZivanja
Spanjolskih istraZivaca, dok su lubina uglavnom proucavali talijanski istraZivaci. Sadasnja
razina znanja o morfologiji i funkciji imunosnog sustava u ove dvije vrste je vrlo visoka i
definitivno usporediva s onom koja se odnosi na ekonomski relevantnije slatkovodne vr-
ste salmonida i ciprinida ili vrste zebrica koja je vazna iz eksperimentalnih razloga. U ovom
poglavlju prirucnika pokusat ¢emo sazeti glavne morfolosko-funkcionalne aspekte koji se
odnose na imunoloski odgovor dviju vrsta riba koje su fokus nasih istraZivanja.

Tablica 1. Anti imunoglobulinska/leukocitna protutijela za vrste komar¢u i lubina,
upotrebljiva u dijagnosticke i istraZivacke svrhe

Ciljane vrste Komarca Lubin
Komercijalna Nekomercijalni
e |gM e [gM (DLIg3 mAb e pAb)
https://aquaticdiagnostics.com/ | e IgT pAb
Protutijela za o |gT e |gD pAb
imunoglobuline https://ximbio.com/ Ref. Prof. Scapigliati unitus
reagent/153529/anti-igt- Komercijalna
255f8¢3 e [gM mAb
https://bocascientific.com/ https://aquaticdiagnostics.com/

Komercijalna

e G7 — specifi¢na za acidofilne
Protutijela za granulocite

leukocite e Makrofagne kolonije-
stimulirajuci receptori

Ref. Prof. Mulero Univ. Murcia

Nekomercijalni

e Timociti (DTL15 mAb)
e Limfociti T CD3 pAb
Ref. Prof. Scapigliati unitus
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2.2. Organi i stanice imunoloskog sustava

Kao i svi kraljeZnjaci, ribe imaju humoralni i stani¢ni imunoloski odgovor, uroden
i specifican, s odredenim razlikama u odnosu na sisavce, posebno u smislu ucinko-
vitosti odgovora. Opcenito govoreci, moZzemo reéi da se ribe oslanjaju prije svega
na mehanizme urodene (nespecificne) imunosti u borbi protiv infektivnih agena-
sa. Glavni organi limfo-hematopoetskog sustava su timus, prednji bubreg i slezena
(Bjorgen i Koppang 2022). Timus je parni organ, smjesten u skrznoj Supljini, a uglav-
nom je odgovoran za proizvodnju limfocita T. Prednji bubreg, smjesten u cefali¢-
nom podrucju ispod kraljeznice, moZe se funkcionalno usporediti s koStanom srzi
sisavaca, a u njemu se produciraju nezreli i zreli oblici fagocitnih stanica (monociti i
granulociti) sa sposobnos¢u za prezentaciju antigena, limfocita, melanomakrofaga.
Tu se odvija sinteza antitijela (IgM). Slezena je sekundarni limfoidni organ i nalazi
se u trbusnoj Supljini. Sadrzi limfocite i makrofage, koji sudjeluju u “hvatanju” an-
tigena. Antigeni obradeni na razini ovog organa smatraju se promotorima razvoja
imunosnog pamcenja. Na temelju studija ontogeneze provedenih 1990-ih, pokaza-
lo se da je u li¢inki komarce i lubina pojava limfnih organa ve¢ potpuna 25-30 dana
nakon valjenja (Josefsson i Tatner 1993, Quesada i sur. 1994, Abelli i sur. 1996,
Galeotti i Beraldo osobna zapaZanja) Kod riba se velika vaznost pridaje i organi-
ma odgovornim za imunitet sluznice. Oni predstavljaju fizicku barijeru koja odvaja
ribu od vanjskog okruZzenja i smatraju se imunoloski aktivnim mjestima u zastiti od
uzrocnika bolesti. Limfoidna tkiva povezana sa sluznicama zajednicki su definirana
akronimom MALT (od engl. mucoid associated lymphoid tissue). Tocnije, upuduje
se na limfoidno tkivo povezano s crijevima (gut associated lymphoid tissue - GALT),
koZom (skin associated lymphoid tissue - SALT), Skrgama (gills associated lymphoid
tissue - GIALT), nosom i Zdrijelom (nasal associated lymphoid tissue - NALT) (Gomez
i sur. 2013, Salinas 2015). Svi ovi organi su naseljeni T i B limfocitima, granulocitima,
monocitima-makrofagima, eozinofilnim granularnim stanicama (engl. eosinophilic
granular cells - EGC), medutim, rasporedeni su na manje organiziran nacin nego sto
je to uoceno u limfnim organima bez sluznice.

Imunitet povezan sa sluznicama trenutno je predmet brojnih istraZivanja i kod ko-
marce i kod lubina, jer se prvi ukljuCuje u obrambene procese, a njezino djelovanje
modulira kontinuirani kontakt s mikrobiotom (bakterijama prirodno povezanim sa slu-
znicama) (Panteli i sur. 2020, Picchietti i sur. 2021).

2.2.1. Morfologija leukocita

Slijedeca slika ilustrira morfologiju glavnih populacija leukocita u komarce i lubina
(Slika 1).
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Slika 1. Krvni razmaz obojen po Giemsi. Lubin: limfocit (a), monocit (b), neutrofilni
granulocit (c). Komarc¢a: monocit i limfocit (d), neutrofilni granulocit (e), acidofilni
granulocit (f).

2.3. Glavni mehanizmi nespecificnog imunoloskog odgovora

2.3.1. Komplement

Komplement je sustav koji se sastoji od vise od 35 proteina koji imaju temeljnu ulogu
u urodenoj imunosti i odgovorni su za prepoznavanje mikrobnih Cestica i njihovu fagoci-
tozuili lizu stanica. Sustav komplementa moze se aktivirati putem tri puta: klasicnog puta
(CCP, put ovisan o antitijelima), alternativnim putem (ACP, put neovisan o antitijelima) i
lektinskog puta (LCP). Teleosti posjeduju ucinkovit sustav komplementa (Boshra i Sunyer
2006) koji je opisan u ograni¢enom broju ribljih vrsta, ukljucujuéi komarcu (Sunyer i sur.
1997) i lubina. Jedno od najzanimljivijih svojstava komplementa riba koStunjaca pronade-
no je u nekim od njegovih specificnih komponenti (C3 i faktor B), prisutnih u vise izoformi
(sliéni oblici koji se razlikuju po malim strukturnim razlikama) kodiranih razlicitim genima,
sposobnih za znacajno Sirenje spektra prepoznatih uzrocnika bolesti. Razli¢ite izoforme
C3 identificirane su i kod lubina i komarce (Mauri i sur. 2011).

2.3.2. Antimikrobni peptidi i lizozim

Antimikrobni peptidi (AMP) su male molekule (12-50 aminokiselina) koje ¢ine vazan
dio antimikrobnog i imunomodulatornog urodenog obrambenog sustava riba. Tijekom
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posljednjih dvadeset godina razliCiti istrazivaci proucavali su biolosku ulogu AMP i ek-
spresiju gena i kod lubina i kod komarce (Cuesta i sur. 2008, Terova i sur. 2009, Barroso
i sur.2020-21, Valero i sur. 2020, Cervera i sur. 2022). U ove dvije vrste riba je do danas
opisano desetak peptida koji pripadaju sljedecim skupinama: beta-defenzini, NK-lizini,
piscidini, hepcidini, H1-H4 histoni, dicentracin (specificni za lubina). AMP se sintetizira-
juiurazlic¢itim organima (sluznice, jetra, limfni organi), ali i u citoplazmi upalnih stanica
kao sto su monociti-makrofagi, acidofilni granulociti i eozinofilne granularne stanice
(EGC). Njihova ekspresija i sinteza ovise o razvijenosti imunosnog sustava i izloZenosti
ribe virusnim, bakterijskim i parazitarnim infekcijama. Osim peptida, vazno nespecifi¢-
no antibakterijsko djelovanje ima i lizozim. Ova enzimska molekula s litickim djelova-
njem i posebice aktivna protiv Gram pozitivnih bakterija se sintetizira u jetrenim stani-
cama i makrofagima (Saurabh i Sahoo 2008, Lii sur. 2021). Nekoliko studija provedenih
na lubinu i komarci razmatraju procjenu aktivnosti lizozima u bioloskim matricama kao
Sto su serum i sluz sa ciljem kvantifikacije ucinkovitost ovog parametra urodenog hu-
moralnog imuniteta u primjeraka podvrgnutih eksperimentalnim dijetama, cijepljenju/
imunostimulacijskim tretmanima ili tijekom bolesti (Buonocore i sur. 2014, Carbone i
sur. 2016).

2.3.3. Fagocitoza i respiratorni prasak

Kod komarce i lubina fagocitoza je glavni mehanizam stani¢no posredovane imuno-
sti, usmjerene na internalizaciju i inaktivaciju mikroorganizama, stani¢nih ostataka ili
drugog stranog materijala (Esteban 1997). To je proces nespecificne imunosti, ali ga
moze stimulirati prisustvo specificnih opsonizirajucih protutijela za odredeni uzrocnik
bolesti. Membrana fagocita ima receptore za ligande koji se sami eksprimiraju na ciljnoj
povrsini. Ubijanje fagocitiranih mikroorganizama dogada se zahvaljujuci oslobadanju
litickih enzima, produkata reaktivnog kisika (ROS) i dusika (NO). Oslobadanje ROS-a mo-
lekula je definirano kao respiratorni prasak i moZe se kvantificirati u laboratoriju kao
parametar ucinkovitosti nespecificne imunosti (Galeotti i sur. 2013).

2.3.4. Citokini

Temeljna klasa molekula uklju¢enih u imunosni sustav su citokini koji imaju sredis-
nju ulogu u urodenim i steCenim obrambenim sustavima te u regulaciji upalnog odgo-
vora. Provedene studije, posebno na kostunja¢ama, potvrdile su u ribama prisutnost
funkcionalnih homologa citokinima sisavaca (Secombes i sur. 1996, Buchmann 2014).
Brojne studije posvecene su karakterizaciji ovih molekula i njihovoj ulozi tijekom upal-
nog odgovora u razli¢itim stanjima i kod komarce i lubina (Scapigliati i sur. 2001, Ca-
stellana i sur. 2013, Roman i sur. 2013, Cordero i sur. 2016, Reyes-Lopez i sur. 2018,
Miccoli i sur. 2021).
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2.4. Glavni mehanizmi odgovora kod specificne imunosti

2.4.1. Ti B limfociti - imunoglobulini

Glavni akteri specificnog imunosnog sustava riba su limfociti (T i B) i imunoglobulini
(Ig). Ribe su prvi kraljeznjaci na evolucijskoj ljestvici koji posjeduju ove komponente,
Sto rezultira znacajnom prijelaznom toc¢kom izmedu urodenog i steCenog imuniteta.
Kronoloski gledano, ovaj se fenomen dogodio prije oko 450 milijuna godina (Tort 2003,
Sunyer 2013, Flajnik i sur. 2018). Mnoga znanstvena istraZivanja pokazala su da je ste-
¢eni imunosni sustav riba manje ucinkovit nego kod sisavaca. Kod koStunjaca, u uspo-
redbi sa sisavcima, nema “izotipskog prebacivanja” antitijela iz klase IgM u klasu I1gG, a
nema ni limfnih ¢vorova i limfnih folikula. Ontogenezu limfocita proucavali su u lubina
Dos Santos i sur. (2000) i Rombout i sur. (2005) te pokazuju da se T stanice u glavnim
limfnim organima pojavljuju 28 do 45 dana nakon valjenja, dok se B stanice pojavljuju
45 do 90 dana nakon valjenja. Razine T i B limfocita slicne onima kod odraslih jedinki
postiZzu se oko 137-145 dana nakon valjenja, Sto sugerira da je lubin imunoloski “zreo”
pocevsi od ove faze. Prijenos majcinih protutijela (IgM) na jajasca i embrij je dokazan
kod komarce i lubina zahvaljujuci radovima Picchietti i sur. (2004), Hanif i sur. (2005).
Na temelju ovih zapazanja moguce je predloziti planove cijepljenja mati¢nih Stokova
ovih vrsta kako bi se zastita od uzrocnika bolesti, karakterizirana specifi¢nim antitijeli-
ma, prenijela i na potomstvo. Kod komarce i lubina najznacajnija je klasa antitijela IgM,
tetramerne molekule koje se sastoje od 4 monomerne jedinice medusobno povezane
J lancima. One predstavljaju najrasprostranjenija antitijela u serumu, dok je njihova
koncentracija u koZnoj i crijevnoj sluzi vrlo niska. lzlu€uju ih uglavhom plazma stanice
prednjeg bubrega. Nakon cijepljenja uo€eno je znacajno povecanje titra IgM u serumu,
a taj proces koji ovisi o temperaturi. Protutijela klase IgT takoder su nedavno otkrivena
u komarce i lubina (Piazzon i sur. 2016, Buonocore i sur. 2017), sli¢cno kao sto je veé uo-
¢eno kod kalifornijske pastrve i zebrice. IgD je identificiran samo u lubina. IgT, s obzirom
na mjesto izluéivanja plazma stanica (kozZa / crijeva / Skrge), smatraju se dijelom imuni-
teta sluznice, sa slicnom ulogom kao IgA sisavaca. Opcenito, funkcije ribljih antitijela su
sli¢cne onima kod sisavaca.

2.4.2. Molekule MHC (glavni kompleks histokompatibilnosti) i drugi
imunoreceptori

Molekule MHC klase | i Il su proteini koji se eksprimiraju na stani¢noj membrani,
a sposobni su predstaviti antigene peptide (Wegner 2008) T limfocitima i pokrenuti
obrambeni imunosni odgovor. Njihova je struktura sli¢na strukturi sisavaca i ukljucuje
dvije podjedinice a i B (Buoncore i sur. 2007.). Geni koji kodiraju ove proteine, vec
identificirani u vise od trideset vrsta teleosta (Dixon i sur. 2001, Buoncore i sur. 2007),
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karakterizirani su izuzetnim polimorfizmom na kojem se temelji varijabilnost individual-
ne otpornosti na bolesti. Kod ostalih teleosta, lubina (Buonocore i sur. 2007, Pinto i sur.
2013, Ratcliffe i sur. 2022) i komarce (Cuesta i sur. 2006, Randelli i sur. 2008) su identi-
ficirani geni koji kodiraju molekule MHC klase | i ll, a proteini koji se njima eksprimiraju
su karakterizirani djelomi¢no. Neki ,toll like“ receptori su identificirani u lubina (TLR1,
TLR2, TLR9) (Ortiz i sur. 2014).
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3. GLAVNI BAKTERIJSKI UZROCNICI BOLESTI
U JADRANSKOM MORU

SnjeZana Zrn¢i¢
Hrvatski veterinarski institut, Laboratorij za patologiju riba

Nedavno objavljeno izvjes¢e o kontroli bolesti u sredozemnom bazenu pokazala su
da bakterijske infekcije dominiraju (75.0%) u uzgoju lubina, dok su parazitarne infekcije
(57.0%) najcesce zabiljezene infekcije u uzgoju komarce (Muniesa i sur. 2020). Isto iz-
vjesce je pokazalo da je vibrioza uzrokovana bakterijama roda Vibrio sp. najcescée izvje-
S¢ivana bakterijska infekcija kod lubina u fazi rasta, a potom je slijede tenacibakuloza
uzrokovana bakterijama roda Tenacibaculum i fotobakterioza uzrokovana bakterijom
Photobacterium damselae subsp. piscicda. Vibrioza je zabiljezena u svim stadijima pro-
izvodnog ciklusa, dok tenacibakuloza i fotobakterioza predstavljaju veci problem kod
mladih kategorija ribe. To znaci da su bakterijski uzroc¢nici bolesti najéesce dijagnostici-
rani kao potencijalni uzrocnici bolesti, s time da je lubin podlozniji bakterijskim infekci-
jama u usporedbi s komarcom (Rigos i sur. 2021).

Ne postoje posebna izvjesca o prevalenciji pojedinih bakterijskih bolesti u Jadran-
skom moru, medutim oba spomenuta izvjeséa ukljuéuju i podatke prikupljene na far-
mama smjestenim u Jadranskom moru te je oCito da je situacija jako slicna ako ne i
identi¢na kao i u ostatku Sredozemlja.

Za sve ukljuc¢ene u upravljanje zdravljem lubina i komarce nuzno je poznavati osnov-
ne informacije o bolestima, pa stoga ovdje dajemo kratak pregled za svaku od prethod-
no spomenutih bakterijskih bolesti.

Literatura:

Muniesa, A., Basurco, B., Aguilera, C., Furones, D., Reverté, C., Sanjuan-Vilaplana, A., ... & Tavornpanich, S. (2020).
Mapping the knowledge of the main diseases affecting sea bass and sea bream in Mediterranean. Transboundary and
Emerging Diseases, 67(3), 1089-1100.

Rigos, G., Kogiannou, D., Padrés, F., Cristofol, C., Florio, D., Fioravanti, M., & Zarza, C. (2021). Best therapeutic practices
for the use of antibacterial agents in finfish aquaculture: A particular view on European seabass (Dicentrarchus labrax)
and gilthead seabream (Sparus aurata) in Mediterranean aquaculture. Reviews in Aquaculture, 13(3), 1285-1323.

Strategija cijepljenja u mrijestilistima i uzgajalistima riba 21



3.1. Vibrioza uzrokovana bakterijom Vibrio anguillarum

Drazen Oraié

Hrvatski veterinarski institut, Laboratorij za patologiju riba

3.1.1. Uzrocnik

Od vibrioze uzrokovana bakterijom Vibrio anguillarum obolijevaju razne vrste mor-
skih riba i riba bocatih voda te mekusci, a prvi je put opisana 1718. godine u ltaliji kao
,crvena kuga“, bolest jegulja u moru nakon izvjeséa o znaajnom mortalitetu jegulja
(Austin i Austin 2007). Trenutno je vibrioza uzrokovana bakterijom V.anguillarum glo-
balno rasirena temeljem brojnih izvjeS¢a o ovoj bolesti u vise od 50 morskih i slatkovod-
nih vrsta riba (Toranzo i sur. 2004).

Izolirani uzrocnik bolesti nazvane “pestis rubra anguillarum” ili “erysipelosis anguilla-
rum” prvotno je imenovan kao Bacillus anguillarum. Kasnije je ista bolest uocena u jegu-
lja iz Baltickog mora te je izoliran isti uzroénik no predloZeno je ime Vibrio anguillarum.

Razvojem molekularnih metoda, te temeljem rezultata sekvencioniranja, MacDo-
nell i Colwell (1985) su reklasificirali bakteriju u Listonella anguillarum te je ova bak-
terija sluzbeno iskljuena iz porodice Vibrionaceae. Samo su tri bakterijske vrste bile
klasificirane u rod Listonella — L. anguillarum, Listonella damselae i Listonella pelagius
— no kasnije su ponovno premjestene u rod Vibrio (Dikow 2011, Thompson i sur. 2011).
Danas prihvacéena klasifikacija bakterije V. anguillarum glasi Vibrio (Listonella) anguilla-
rum zbog kontroverzija oko preferencija te se i dalje publiciraju studije vezane uz ovu
temu (Hickey i Lee 2018).
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Slika 2. Razmaz bakterija Vibrio anguillarum oblika Slika 3. Kolonije bakterije V.
zareza obojanih po Gramu anguillarum na TCBS agaru rastu kao

Zute kolonije
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To je Gram-negativna Stapicasta bakterija u obliku zareza, Sirine 0.3 - 0.5 um i duzine
1.0 - 3.5 um, halofilna bakterija koja ne stvara spore, fakultativni anaerob s jednoli¢no
obloZenim polarnim bic¢evima (Actis i sur. 2011). Bakterija raste na krutom mediju koji
sadrzi 1.5 do 2% NaCl na temperaturi od 15 do 30 o C, formirajuci kremaste kolonije
okruglog oblika te Zuckaste okruglaste kolonije na Vibrio-selektivnom tiosulfat citrat
Zuénom saharoza (TCBS) agaru (Slika 2), Sto upucuje da fermentira saharozu. Do sada
je identificirano 23 razlic¢itih O serotipova (01 -023) ali samo serotipovi O1i 02 te, u
manjoj mjeri, O3 pokazuju patogenost prema ribljim vrstama, dok drugi serotipovi naj-
cescée izdvojeni iz uzoraka okolisa nisu patogeni (Pedersen i sur. 1999).

3.1.2. Infekcija i ekoloski faktori

Tijek infekcije bakterijom V.anguillarum i dalje je predmet rasprave; on pocinje in-
gestijom zaraZzene hrane ili vode, bakterija prezivi niski pH Zeluca te ulazi u crijevo gdje
se prihvacda za epitel crijeva i proliferira, te konac¢no ulazi u krv uzrokujuéi septikemiju
(Grisez i sur. 1996). Drugi put ulaska je penetracija bakterije kroz ozlijedenu kozu ili
oste¢en mukozni sloj. Infekcija se Siri horizontalno od ribe na ribu, preko hrane, vode
ili kontaminirane opreme. V. anguillarum je uobicajen stanovnik morskog okolisa stoga
moze prezivjeti i do 50 mjeseci u sedimentu. Bolest se najcesée javlja pri porastu tem-
peratura mora.

Predisponirajuci ¢imbenici za pojavu bolesti su slabo zasi¢enje kisikom u vodenom
okolisu, slaba izmjena vode te stres zbog povecéanja ili smanjenja temperature vode,
visoke gustoce uzgoja, rukovanje ribom i dr. (Le Breton 1996, Frans i sur. 2011). Prisut-
nost tesSkih metala, osobito bakra i Zeljeza, pridonosi pogorsanju bolesti, a posebno vi-
soka koncentracija i produljeno izlaganje bakru povecava prijemcivost riba na vibriozu
(Austin i Austin 1993). U Jadranskom moru, tijek ove bolesti ovisi o godisnjem dobu te
su akutni i subakutni oblici bolesti ¢eséi tijekom proljeca i jeseni dok su kronic¢ni oblici
cesci zimi.

3.1.3. Klinicki aspekti bolesti

Perakutni oblik vibrioze se opcenito javlja kod mlade ribe, najcesce bez simptoma
sa smrtnosc¢u do 80% (Frerichs i Roberts 1989). Akutni i subakutni oblik bolesti karak-
teriziran je letargijom, anoreksijom te tamnom pigmentacijom koZe kao uobicajenim
prvim simptomima, nakon kojih slijedi krvarenje oko usta i tjelesnih otvora, na osno-
vama peraja, edematoznim lezijama na koZi, ulceracijom i lezijama te krvarenjem na
glavi, operkulumu, s blijedim Skrgama i krvarenjima po Skrgama. Razudbom su vidljiva
krvarenja po jetri i straznjem dijelu crijeva te rjede u Zelucu. Kronicni oblik je karakteri-
ziran velikim granuliraju¢im lezijama koje prodiru duboko u misi¢e te napreduju do ul-
ceracije, teSkom anemijom $krga te sivom neprozirnom roznicom (Haenen i sur. 2014).
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Slika 4. Pigmentacija te plivanje Slika 5. Obilna krvarenja na
odvojeno od ostatka jata su prvi glavi, kozi i perajama kod

simptomi vibrioze uzrokovane V. subakutnog oblika vibrioze
anguillarum uzrokovane V. anguillarum

Slika 6. Krvarenja po jetri, Zelucu i crijevu Slika 7. Kronicni oblik vibrioze uzrokovane
su Cesto prisutne u akutnom subakutnom V. anguillarum karakteriziran granuliraju¢im
obliku vibrioze uzrokovane V. anguillarum u lezijama na kozi

lubina

3.1.4. Kontrola bolesti

Za zastitu riba od vibrioze razvijeno je nekoliko komercijalnih cjepiva koja veéinom
sadrZe oba inaktivirana serotipa O1 i O2 bakterije V. anguillarum (Haenen i sur. 2014).
Njihova ucinkovitost ovisi o nacinu primjene: i) intraperitonalena primjena je najdjelo-
tvornija no oduzima puno vremena te zahtjeva angazman velikog broja ljudi, injekcija
izaziva nastanak granuloma, upale i pigmentacije; ii) cjepljenje uranjanjem se Cesto pri-
mjenjuje unatoc¢ kracem trajanju imuniteta; iii) oralno cijepljenje je najmanje ucinkovi-
to radi degradacije cjepiva tijekom prolaska kroz probavni trakt.

Ucinkovita metoda prevencije treba ukljucivati GAP (eng. Good Aquaculture Prac-
tice), provedbu higijenskih i mjera biosigurnosti, izbjegavanje stresa tijekom rukova-
nja i imunostimulaciju. Neke alternativne profilakticke mjere, kao $to je primjena pro-
biotskih bakterijskih izolata, prebiotika, postbiotika, algi, ekstrakata kvasca ili drugih
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imunostimulanata kao $to su prirodni morski proizvodi (eng. marine natural products,
MNPs) umijesano u hranu, pokazuju obecavajuce rezultate zbog poboljSavanja imuno-
snog odgovora riba (Rodrigues-Estrada i sur. 2008).

Ipak je u nekim slu¢ajevima, primjena antimikrobnih tvari neizbjezna te su rana di-
jagnoza i brza primjena flumekina, potenciranih sulfonamida i oksitetraciklina u hrani
djelotvorni u smanjenju gubitaka. Medutim, prije primjene antibiotika preporuca se
testiranje osjetljivosti izdvojenih bakterija na antibiotike (Haenen i sur. 2014).
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3.2. Vibrioza uzrokovana bakterijom Vibrio harveyi

Ivana Giovanna Zupic¢ié¢

Hrvatski veterinarski institut, Laboratorij za patologiju riba

3.2.1. Uzrocnik

Monofiletska skupina Vibrio harveyi predstavlja skupinu iznimno vaznih uzroc¢nika
bolesti akvati¢nih Zivotinja s jedanaest srodnih bakterijskih vrsta: V. harveyi, V. algi-
nolyticus, V. parahaemolyticus, V. campbellii, V. rotiferianus, V. mytili, V. natriegens,
V. azureus, V. sagamiensis, V. owensii i V. jasicida koje su fenotipski i genotipski jako
homologne (Urbanczyk i sur. 2013). Sve se ove vrste bakterija uobi¢ajeno nalaze u mor-
skim i boéatim vodama te sedimentu (Hernandez-Castro i sur. 2005).

V. harveyi je prvotno opisan kao uzro¢nik masovnih uginuéa u mrijestilistima kozi-
ca ali je takoder izoliran i tijekom mnogih pojava bolesti kod razli¢itih vrsta riba sup-
tropskog podrucja, kao Sto su Skarpine, azijski lubin, plosnatice, ,pompano” riba te se
smatra najvaznijim uzrocnikom bolesti u kineskoj morskoj akvakulturi (Karunasagar i
sur. 1994, Lavilla-Pitogo i sur. 1998, Qin i sur. 2006, Tendencia 2002, Pakingking i sur.
2018). U posljednjem desetljecu V. harveyi sve vise uzrokuje ozbiljne gubitke u medite-
ranskoj i jadranskoj akvakulturi tijekom ljetnih mjeseci (Zupici¢ i sur. 2019).
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Slika 8. Kolonije bakterije Vibrio harveyi Slika 9. Bakterije V. harveyi obojane po
Gramu

V. harveyi je Gram-negativna, halofilna, aerobna ili fakultativno anaerobna bakteri-
ja. Bakterija zahtijeva slicne uvjete rasta kao i V. anguillarum. To je uvjetno patogena
bakterija i nepatogeni sojevi su ¢esto dio normalne flore domacina i okolisa ali iz okolisa
su takoder izolirani i patogeni sojevi (Pretto 2018). U sredozemnom bazenu utvrdeno
je nekoliko serotipova; tri dominantna medu kojima je i novi visoko patogeni serotip
utvrden u Spanjolskoj i Jadranskom moru. Medutim, neki izolati ne pripadaju nijednom
od tri definirana serotipa (Amaro i sur. 2020).
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3.2.2. Infekcija i ekoloski faktori

Glavni faktori virulencije su bakterijski bi¢ koji omogucava pokretljivost, liticki en-
zimi, formiranje kapsule, siderofori koji sudjeluju u vezivanju Zeljeza, prisutnost hidro-
fobnog povrsinskog antigena, sposobnost prianjanja i infekcije epitelnih stanica doma-
¢ina (Wang i Leung 2000, Darshanee Ruwandeepika i sur. 2012). Proizvodnja biofilma
uvjetuje mehanizam razvoja antibiotske rezistencije, a sposobnost izvlacenja Zeljeza iz
stanice domacina klju¢na je za njihovo prezivljavanje. Intracelularni mehanizam bakte-
rija omogucava njihovu medustani¢nu komunikaciju kako bi mogle djelovati kao grupa
Sto je od presudne vaZnosti za odredivanje faktora virulencije (Themptander 2005).
Osnova patogeneze je u kemotaksiji koja omoguéava bakteriji ulazak u tkivo domacina,
tamo aktivira mehanizam vezanja Zeljeza i proizvodi ekstracelularne toksine izazivajudi
simptome bolesti. Infekcija pocinje u crijevu, bakterije se resorbiraju u krvotok, ulaze u
organe uzrokujuci generaliziranu infekciju i smrt ribe (Thompson i sur. 2004). Bolest se
prenosi horizontalno s ribe na ribe.

Dokazano je da su salinitet i temperatura mora kljucni za patogenost bakterije V.
harveyi. Na jadranskom podrucju, bolest se obi¢no javlja tijekom ljetnih mjeseci kada
su vise temperature mora.

3.2.3. Klinicki apekti bolesti

Slika 10. Erozije koZe na glavi i krvarenja na Slika 11. Simptomi izazvani i/p infekcijom
trupu i bazama peraja bakterijom V.harveyi

Slika 12. Simptomi izazvani i/p infekcijom bakterijom V.harveyi
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Prvi simptomi bolesti su letargija i gubitak apetita, nakon ¢ega slijedi depigmentaci-
ja, erozije koze, krvarenja na osnovi peraja, nekroze i ulceracije, blijede Skrge, krvarenja
po Skrznom epitelu. U uznapredovalom stadiju bolesti mogu se uociti Ziv€ani simptomi
karakterizirani nekoordiniranim plivanjem zajedno s keratitisom, zamucenos$¢u roznice
te egzoftalmijom. S obzirom da ti klinicki simptomi slice onima koji se javljaju tijekom
infekcije virusom nervne nekroze (NNV) ili betanodaviroze, ovu je virusnu bolest po-
trebno diferencijalno iskljuciti iz dijagnostike. Zivéani simptomi se javljaju zbog encefal-
ne kongestije.

Kod obdukcije su u tjelesnoj supljini prisutna krvarenja te eksudat ili ascites. Vidljiva
je fokalna kongestija jetre i petehijalna krvarenja po jetri, a jedan od tipi¢nih simptoma
je serozni do serokataralni enteritis, nekroza crijeva i lumen crijeva ispunjen bijelim do
Zuckastim eksudatom (Zhang i Austin 2000).

3.2.4. Kontrola bolesti

Dosada nije proizvedeno ucinkovito komercijalno cjepivo, no postoji nekoliko znan-
stvenih radova koji opisuju obecdavajuce rezultate nakon eksperimentalnih cijepljenja
razli¢itim tipovima cjepiva.

Stoga je jedina dostupna metoda kontrole bolesti dobra proizvodacka praksa (eng.
Good Aquaculture Practice, GAP) i lijeCenje antimikrobnim tvarima, a vecina jadranskih
izolata je osjetljiva na oksitetraciklin, flumekin, florfenikol i potencirane sulfonamide.

Postignut je napredak u pokusnom lije¢enju bakteriofagima gdje je pokazana ucin-
kovitost litickih bakteriofaga kod raci¢a Artemia inficiranih bakterijom V. harveyi (Misol
i sur. 2020).
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3.3. Fotobakterioza uzrokovana bakterijom Photobacterium
damselae subsp. piscicida

Marco Galeotti, Chiara Bulfon i Valentina Pacorig

Sveuciliste u Udinama, Odjel za agrohranu, znanost o okolisu i Zivotinjama

3.3.1. Uzrocnik

Fotobakterioza uzorkovana bakterijom Photobacterium damselae subsp. piscicida,
prethodno zvana pastereloza ili pseudotuberkuloza je septikemijska bolest koja je prvi
put zabiljeZzena 1953. godine u SAD-u te se potom brzo prosirila na Japan i Europu
gdje je utvrdena 1990-tih u nekoliko zemalja sredozemnog bazena. Smatra se jednom
od najvaznijih bakterijskih bolesti u marikulturi zbog globalne rasirenosti i primljivosti
velikog broja uzgajanih i divljih riba morskih i bocatih voda. Izaziva visoke mortalitete
s posljedi¢nim ekonomskim gubicima, a obolijevaju gof (Seriola quinqueradiata), pa-
gar (Pagrus pagrus), japanski pagar (Pagrus major), lubin (Dicentrarchus labrax), hama
(Argyrosomus regius), list (Solea spp.), prugasti grge¢ (Morone saxatilis), bijeli grgec
(Morone americanus), hibrid prugastog i bijelog grge¢a (Morone saxatilis x Morone
chrysops) i komarca (Sparus aurata) (Andreoni i Magnani 2014).

P. damselae subsp. piscicida (Phdp) je Gram negativna, halofilna, asporogena, fa-
kultativno anaerobna bakterija iz porodice Vibrionaceae (Slika 12 i 13). Prvi ju je izoli-
rao Sniezsko (1964) iz bijelog grgeca (Morone americanus) i prugastog grgeca (Morone
saxatilis), Jansen i Surgalla (1968) su je klasificirali i konacno su je identificirali Gauthier

i sur. (1995).
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Slika 13. Photobacterium damselae subsp.
piscicida razmaz obojen po Giemsi.

Slika 14. Tipicne bijele i prozirne kolonije
Photobacterium damselae subsp. piscicida
izolirane iz lubina. Kolonije rastu na tripton
soja agaru (TSA) ili krvnom agaru.
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3.3.2. Infekcija, patogeneza i okolisni faktori

Infekcije P. damselae subsp. piscicida se prenosi horizontalno sa zaraZzene na zdravu
ribe ili putem kontaminirane vode, hrane ili opreme. Bakterije ulaze u domacina preko
koZe, Skrga i crijeva, prihvacdaju se za koZzu, Skrge ili epitelne stanice crijeva zahvaljujuci
svojoj lipopolisaharidnoj (LPS) kapsuli koja olaksava adheziju kako je uoceno u crijevu
lubina (Galeotti i sur. 1995 i 1996, Magarifios i sur. 1996a i 1996b, Romalde 2002). In-
kubacija moze trajati od 48 sati do 4 dana, nakon Cega se razvija septikemija i bakterija
se §iri cirkulacijom do razli¢itih organa ukljucujudi jetru, slezenu, bubreg i srce. U slezeni
ju brzo fagocitiraju makrofagi i neutrofili no ostaje Ziva unutar njih tijekom najmanje 7
dana zahvaljujudi svojoj LPS kapsuli koja sprjec¢ava stanice da ubiju bakteriju i liziraju je.
Makrofagi nose bakterije u krvi i drugim organima te ih mehanizmom Trojanskog ko-
nja Stite od specificnih i nespecificnih imunosnih obrana domacina kao i od egzogenih
antimikrobnih tvari, ukljucujudi antibiotike (Galeotti i sur. 1995 i 1996, Romalde, 2002,
Barnes i Ellis 2004, Jung i sur. 2008, Acosta i sur. 2009). U serumu bolesnih riba su uo-
¢ene bakterijske embolije rezistentne na mikrobicidnu aktivnost imunosnih elemenata
koje putuju krvlju zajedno s makrofagima te dolaze do branhijalne cirkulacije gdje mogu
blokirati kapilare primarnih lamela i uzrokovati ozbiljne ishemijske lezije i nekroti¢cne
efekte. Ovaj se patogeni mehanizam smatra glavnim uzrokom smrti od afiksije u riba
inficiranih Phdp (Galeotti i sur. 1995 i 1996).

Phdp posjeduje sposobnost sposobnost izvlacenja Zeljeza iz stanice domadina (Ma-
garifos i sur. 1994, Jung i sur. 2007) te izluCivanje ekstracelularnih produkata (eng.
Extracellular products, EPCs) s hemolitickom, citotoksi¢nom i fosfolipaznom aktivno-
$¢u, koji su odgovorni za oSteéenja inficiranih stanica i izlazak bakterija iz stanice te
kolonizaciju susjednih stanica (Bakopoulos i sur. 2002 i 2004). Nedavno je pokazano da
bakterija Phdp potice supresiju imuniteta domacina (Pellizzari i sur. 2013).

Bolest se razvija pri visokoj temperaturi mora (iznad 23 °C), snizenom salinitetu
(20%0 - 30%s0), niskoj koncetraciji kisika i loSoj kvaliteti mora (Micoli i sur. 2019).

Uocena je razlika u osjetljivosti riba na bolest ovisno o dobi ribe. Li¢inke i mlade ribe
su osjetljivije na infekcije i 90-100% primjeraka ugiba tijekom akutnih infekcija za razli-
ku od onih tezZih od 50 jer je kod potonjih vec¢a funkcionalnost makrofaga i neutrofila
te oni mogu efikasnije fagocitirati i ubiti bakterije (Romalde 2002, Andreoni i Magnani
2014).

3.3.3. Klinicki aspekti bolesti

Bolest se obicno javlja u hiperakutnom i akutnom obliku u li¢cinackom i juvenilnom
stadiju. Oboljele ribe su hiperpigmetirane, letargi¢ne, plivaju neuravnotezeno i po po-
vrsini, smanjeno uzimaju hranu i ubrzano disu. Napredovanjem bolesti javlja se anorek-
sija, letargija, tamnjenje i ponekad erozije koZe. Skrge postaju blijede, s poja¢anim lu¢e-
njem sluzi i nekroti¢nim podrucjima. Na kozi se javljaju podrucja kongestije krvnih Zila
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i erozije na osnovama peraja, ustima i oko anusa. Na dnu bazena nalaze se mrtve ribe
s malo ozljeda. Otvaranjem trbusne Supljine, vidljiva su difuzna krvarenja i povecana
slezena s bijelicastim podrucjima okruglog oblika koja ¢ine nekroti¢na Zarista (Slika 15,
16). HistoloSkom pretragom se u slezeni nalaze brojne bakterijske kolonije okruzene
makrofagima, te obilje acidofilnog nekroti¢nog tkiva (Slika 17 i Slika 18) (Galeotti i sur.
1995 i 1996, Essam i sur. 2016), koji reagiraju jako pozitivno nakon imunohistokemije
(IHC) specificnim antitijelima (Fig. 19, 20).

Kronicni oblik bolesti uocava se kod odraslih riba kao rezultat preboljelih akutnih in-
fekcija. Lezije se uocavaju jedino u slezeni, koja je povecéana s bijelicastim ¢vori¢ima od
veli¢ine zrna prosa do nekoliko milimetara, koje ponekad konfluiraju izdiZudi se iznad
povrsine organa (Slika 21), Sto mijenja gradu organa (Slika 22).

Slika 15. Juvenilni lubin pogoden akutnom fotobakteriozom
uzrokovanom bakterijom Phdp: vidljive su blage difuzne
hemoragije te je slezena povec¢ana s malim bijelicastim
podrucjima.

Slika 16. Povecana slezena kod
juvenilnog lubina oboljelog

od akutne fotobakterioze
uzrokovanom bakterijom Phdp:
vidljive su male tockaste lezije
uzrokovane nekroti¢nim zaristem

Slika 17. Histopatoloska slika slezene Slika 18. Detalj slike 17: vidljive su
juvenilnog lubina oboljelog od akutne bakterijske kolonije i makrofagi, okruzeni
fotobakterioze uzrokovanom bakterijom obilnim acidofilnim nekroti¢nim tkivom.
Phdp: prisutna su nekroti¢na ZariSta s H&H

okolnom reakcijom i priustnost brojnih
bakterijskih kolonija. H&H.
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Slika 19. Photobacterium damselae subsp. Slika 20. Prisutnost bakterijske embolije

piscicida obiljezena specificnim antitijelima u i makrofaga punih bakterija, obiljezenih

jetri lubina. IHC. specificnim antitijelima unutar kapilara
primarnih skrznih lamela. IHC.
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Slika 21. Slezena odraslog lubina oboljelog od  Slika 22. Histoloski preparat prema Slici
kronicne fotobakterioze: slezena je poveéana  9: uocavaju se granulomi formirani od

i prekrivena c¢vorastim tvorevinama, nekroti¢nog centra okruZeni makrofagima,
bjelicastim, veli¢ine u rasponu zrna prosa do epitelnim stanicama i fibrokonektivna
nekoliko milimetara, ponekad konfluentnih, reakcija. (Van Gieson Weigert trichrome
Cesto se izdiZe iznad povrsine. bojenje).

3.3.4. Kontrola bolesti

Cijepljenje je idealna preventivna mjera za kontrolu zaraznih bolesti riba, i brojna
istrazivanja razvijaju ucinkovita cjepiva protiv bakterije Phdp (Micoli i sur. 2019 i 2021).
Varijabilnu ucinkovitost pri primjeni uranjanjem i intraperitonealnom injekcijom (IP) su
pokazala cjepiva koja sadrze toplinom ili formalinom inaktivirane bakterijske stanice
(Magarifios i sur. 1994b i 1999, Paolini i sur. 2005). Najbolje je rezultate dalo cjepivo od
formalinom inaktiviranih cijelih stanica bakterije Phdp. Testirano je u lubina u mono-
valentnom i bivalentnom obliku (napravljeno od jednakih doza stanica bakterija Phdp i
Vibrio anguillarum) i primijenjeno IP, oralno (mikroenkapsulirano). Primjena cjepiva IP
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injekcijom rezultirala je najvecom zastitom uz 16% mortaliteta u cijepljene ribe u odno-
su na 91% u kontrolnoj grupi (Paolini i sur. 2005). Primjena cjepiva koja sadrze bakterin
ili LPS-a se Cini idealnom za cijepljenje mati¢ne ribe jer omogucuje prijenos odredenog
stupnja imunosti na licinke kao $to je dokazano u lubina. Cijepljenje li¢inki od 90 dph
(dana nakon valjenja) uranjanjem pruza dobru razinu zastite. Stoga se cijepljenje mati-
ca uz cijepljenje licinki u dobi od oprilike 90 dph predlaze kao dobra profilakticka mjera
u uzgajalistima (Hanif i sur. 2004). Druga testirana bivalentna cjepiva koja sadrze Phdp
i V. alginolyticus ili V. anguillarum su dala obecéavajuce rezultate (Morifiigo i sur. 2002,
Madonia i sur. 2017). Dokazano je da cjepiva od atenuiranih bakterija ili ekstracelular-
nih produkata (ECPs) primijenjena uranjanjem pruzaju bolju zastitu jer potic¢u aktivaciju
intenzivnijeg odgovora antitijela (IgM) u Skrgama i crijevnoj mukozi kao sto je dokaza-
no u lubina (Dos Santos i sur. 2001). Uranjanjem u cjepivo od mjeSavine inaktiviranih
stanica i ECPs potice dobru razinu zastite u lubina stimulacijom sinteze specifi¢nih IgM
(Bakopoulos i sur. 2003). Upotreba adjuvanata je korisna u pojacavanju ucinkovitosti
cjepiva jer stimuliraju jacu sintezu specificnih antitijela nego cjepiva dana bez adjuva-
nata (Micoli i sur. 2021).

Uz cijepljenje, uCinkovite mjere za sprje¢avanje bolesti su primjena odgovarajucih
sanitarnih i biosigurnosnih mjera u uzgajalistima, smanjenje stresa i imunostimulacija
davanjem probiotika ili algi u hrani (Couso i sur. 2003, Peixoto i sur. 2019, Abdala-Diaz
i sur. 2021, Gutiérrez Falcon i sur. 2021).

U slu¢aju neadekvatene profilakse rana dijagnoza i primjena antimikrobnih tvari je
kljuéna za kontrolu fotobakterioze. Pravovremeno lijeCenje zaraZenih riba sulfa-trime-
toprimom i flumekvinom je ucinkovito u ogranicavanju Sirenja bakterije dok upotreba
drugih antibiotika (tetraciklini, sulfonamidi, ampicilin, klorfenikol, fluorfenikol i eritro-
micin) ima umjerenu do slabu ucinkovitost. Upotreba drugih prirodnih tvari kao $to su
prirodni morski produkti (eng. marine natural products, MNPs) ili antimikrobni peptidi
(eng. antimicrobial peptides, AMPs) je trenutno u eksperimentalnim fazama te Cine
potencijalnu bududu alternativu konvencionalnim antibioticima (Bulfon i sur. 2014).
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3.4. Tenacibakuloza uzrokovana bakterijom Tenacibaculum
maritimum

Snjezana Zrnci¢ i Lea Vrban¢ié¢

Hrvatski veterinarski institut, Laboratorij za patologiju riba

3.4.1. Uzrocnik

Tenacibaculum maritimum je etioloski uzroc¢nik ulcerativne bolesti poznate pod
nazivom tenacibakuloza. Ova bolest pogada brojne vrste morskih riba diljem svijeta
(Toranzo i sur. 2015) uzrokujuci znatnu ekonomsku Stetu radi visokih stopa smrtno-
sti, povecane osjetljivosti na ostale infekcije te ogromnih troskova za lijecenje (Aven-
dano-Herrera i sur. 2006).

Ova je bolest prvi put zabiljeZena u Japanu 1977. godine kao uzrok masovnih uginu-
¢a riba vrste Pagrus major i Acanthopagrus schlegeli u mrijestilistu (Wakabayashi i sur.
1986). Iz riba pogodenih boleséu izolirana je bakterija Flexibacter maritimus prethodno
poznata kao Cytophaga marina. Za analizu fenotipskih, kemotaksonomskih i filogenet-
skih karakteristika ove bakterije koristene su i 16S rRNA i GyrB sekvence te je prema
rezultatima uzrocnik bolesti reklasificiran u novi rod Tenacibaculum i imenovan Tenaci-
baculum maritimum (Suzuki i sur. 2001).
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Slika 23. Filamentozna Gram-negativna Slika 24. Stvaranje biofilma na stijenkama
bakterija posude za kultiviranje

T. maritimum je Gram-negativna, filamentozna bakterija 2-30 um dugacka i promje-
ra 0.5 um, a pokazuje klizaju¢u pokretljivost na mokrim povrSinama (Wakabayashi i
sur. 1986). Kolonije su ravne, blijedozute s nepravilnim rubovima te snazno prijanjaju
na Flexibacter maritimum medij (FMM), dok bakterijske stanice ne sadrze fleksirubinu
slican pigment koji se nalazi u stani¢noj stijenci (Avendano-Herrera i sur. 2004).
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3.4.2. Infekcija i ekoloski faktori

Potencijalni faktori virulencije ove bakterije su snazno prijanjanje uz sluz na kozi te
sposobnost odupiranja njenoj baktericidnoj aktivnosti (Margarinos i sur. 1995). Ekstrace-
lularni produkti (eng. extracellular products, ECP) ove vrste posjeduju iznimno jaku pro-
teoliti¢ku aktivnost koja poveéava njenu patogenost. Cini se da ozbiljnost i udio prevalen-
cije ovog uzrocnika bolesti ovise o visoj temperaturi mora (iznad 15 °C), salinitetu izmedu
30 i 35%o i loSoj kvaliteti vode (Avendafio-Herrera i sur. 2006). Na pojavu bolesti utjece
mnostvo okolisnih uvjeta kao Sto su stres, UV svjetlo, manjak supstrata pijeska u spremni-
ku, velika gustoca i losa hranidba. T. maritimum nije specifican uzroc¢nik bolesti samo za
odredenog domacina, vec i divlje ribe mogu sluZiti kao rezervoari infekcije, a neke studije
aludiraju na uklju¢enost meduza i morskih usi kao vektora u prijenosu bakterije (Fergu-
son i sur. 2010). Kroni¢na prisutnost bakterije u mukuznom sloju navodi na zakljucak da
riblja sluz mozZe biti rezervoar uzrocnika bolesti (Avendafio-Herrera i sur. 2005).

3.4.3. Klinicki aspekti bolesti

Slika 25. Karakteristicne lezije Slika 26. Lezije i krvarenja oko usta, po Skrznom poklopcu i
na glavi lubina oboljelog od trbusnim stijenkama lubina oboljelog od tenacibakuloze
tenacibakuloze

Slika 27. Zute tvorevine na Slika 28. “Pohabane Slika 29. “Truljenje

blijedim skrgama lubina oboljelog  peraje” lubina oboljelog od repa” lubina oboljelog
od tenacibakuloze tenacibakuloze od tenacibakuloze

T. maritimum je uvjetno patogen uzrocnik bolesti koji primarno uzrokuje opsezne le-
zije na koZi i oStecenja sSkrga, te posljedicne sistemske infekcije. Zarazene ribe pokazuju
gubitak apetita, uocavaju se lezije koZe oko ociju i na glavi te postaju letargicne. Lezije
su karakterizirane poveéanom produkcijom sluzi i prisutnosti bjelkastog nekroti¢nog
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tkiva (Smage i sur. 2016). Ribe kojima su inficirane skrge imaju povecanu brzinu disanja
te su vidljive Zute ili smede tvorevine na blijedim Skrgama i opseZzna podrucja teske
nekroze (Mitchell i Rodger 2011). Povecdana ucestalost i ozbiljnost bolesti javlja se pri
temperaturama visim od 15 °C. Bolest moZe pogoditi sve dobne skupine no mlade ribe
razvijaju teZi oblik bolesti (Tobar 2015). Bakterija posjeduje veliku sposobnost adapta-
cije pa se bolest moze javiti pri razli¢itim temperaturama, medutim stres, varijacije u
salinitetu i imunosupresija su okidaci za izbijanje bolesti.

Prema svemu prethodno opisanom, bolest ima nekoliko sinonima kao $to je , izliza-
ne peraje i truljenje repa“, ,,nekroza skrgai ociju”, ,klizaju¢a bakterijska bolest morskih
riba“i,sindrom erodiranih usta” (Toranzo i sur. 2005).

3.4.4 Kontrola bolesti

Trenutno postoji samo jedno komercijalno dostupno cjepivo, razvijeno u Spanjol-
skoj za injekcijsko cijepljenje romba (Scophthalmus maximus), koje ima zadovoljavajudi
RPS tri mjeseca nakon cijepljenja, pruzajudi zastitu do 6 mjeseci (Romalde i sur. 2005).
Izvjescéa o eksperimentalnom cijepljenju s autolognim cjepivima pokazala su obecava-
juce rezultate. U Cileu je strategija kontrole tenacibakuloze bazirana na intraperito-
nealnom cijepljenju i oralnom docijepljivanju kako bi se produzilo trajanje imunosti i
sprijecila upalna reakcija uzrokovana injekcijom.

Ipak, izbijanja bolesti trebala bi biti izbjegnuta ili smanjenja primjenom GAP kao sto
je kontrola gustode riba, smanjenje stresnih uvjeta, izbjegavanje pretjeranog hranjenja
i ostecenja koZe uzrokovanog manipulacijom. U nekim slucajevima treba se primjeniti/
koristiti antimikrobni tretman ali temeljen na in vitro studijama osjetljivosti izoliranih
bakterija. Proucavanjem razli¢itih izolata iz razli¢itih geografskih podrucja uocene su
slicnosti — osjetljivost na tetraciklin, potencirane sulfonamide i florkinolone te otpor-
nost na kanamicin, neomicin i kvinolone.
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4. CLUJEPLJENJE | STRATEGIJA CLJEPLJENJA

SnjeZana Zrn¢i¢ i Drazen Orai¢

Hrvatski veterinarski institut, Laboratorij za patologiju riba

4.1. Uvod

Cijepljenje je klju¢na komponenta za odrzivu proizvodnju zdravih uzgojenih riba
(Miccoli i sur. 2019) i mora biti prepoznato kao glavni put prema smanjenju upotrebe
antibiotika u industriji akvakulture (Adams 2019).

S ekonomskog aspekta, cijepljenje je najbolja metoda povecéanja udjela preZivljava-
nja i profitabilnosti akvakulture u kombinaciji s ostalim metodama nuznim za postiza-
nje optimalnog rasta i prezivljavanja; nabavka mladi visoke kvalitete, dobra i kvalitet-
na ishrana, dobra proizvodacka praksa i kvalitetno upravljanje zdravljem (McLoughlin
2016). Osim povecanja udjela prezivljavanja zbog kontrole znacajnih bolesti, cijepljenje
sprjecava Sirenje bolesti unutar farme i na druge farme, smanjuje troskove proizvodnje,
smanjuje potrebu za koristenjem antibiotika i kemikalija te posljedi¢no smanjuje pro-
bleme vezane uz antimikrobnu rezistenciju, ali i zabrinutost oko rezidua antibiotika u
ribi za ljudsku prehranu i Stetnog utjecaja na okolis (Adams 2016).

Cilj cijepljenja je potaknuti nastanak dugotrajne imunosti prema jednom ili vise
uzrocnika bolesti poticanjem specificnog imunosnog sustava te zastitu od jedne ili vise
bolesti. Dobro cjepivo treba imati nekoliko vaznih karakteristika: i) treba biti sigurno i
netoksicno, ii) isplativo, iii) treba osigurati dugotrajnu zastitu, iv) ucinkovitost cijeplje-
nja ovisi o vremenu kada se provodi cijepljenje sa ciljem zastite riba u odredenoj dobi ili
prije vremenskog razdoblja kada su najosjetljivije na bolesti, v) nacin primjene cjepiva
treba prilagoditi starosti ribe i samom cjepivu.

4.1.1. Vrste cjepiva
Postoji nekoliko tipova cjepiva (Ma i sur. 2019):

1) Inaktivirana cjelovita cjepiva su cjepiva napravljena od uzrocnika bolesti inaktivira-
nih razli¢itim metodama, a mogu biti nadopunjena adjuvantima

2) Ziva oslabljena cjepiva su modificirana cjepiva napravljena od Zivih uzroénika bolesti
s oslabljenom virulencijom ili prirodno niskom virulencijom za ciljane riblje vrste ili
uzrocnici bolesti mogu biti oslabljeni fizikalnim ili kemijskim procedurama, kultivaci-
jom pod nenormalnim uvjetima ili genetskom manipulacijom

3) Subjedini¢na cjepiva su cjepiva napravljena koriStenjem samo antigenskih kompo-
nenata uzrocnika bolesti i kod njih ne postoji rizik od patogenosti prema domacinu
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ili neciljnim vrstama s obzirom da se ne mogu umnozavati u domacinu (Hanson i sur.
2000)

4) Rekombinantna cjepiva se proizvode pomocu tehnologije rekombinantne DNA. Pro-
izvodnja uklju€uje nekoliko koraka: umetanje dijela DNA koji kodira za antigen koji
¢e stimulirati imunosni odgovor u bakterijske ili stanica sisavaca, ekspresija antigena
u njima, procis¢avanje antigena te konacno njegovo koristenje za imunizaciju (Lo-
renzen 1999)

5) Cjepiva nukleinskih kiselina (DNA ili RNA) sastoje se od DNA ili RNA koja kodira za an-
tigen(e) od interesa. Ova se cjepiva relativno lako kreiraju te su sigurna za primjenu
jer se ne mogu vratiti u patogeno stanje (Ulmer i sur. 2012)

6) Sintetska cjepiva se veéinom ili potpuno sastoje od sintetskih peptida, ugljikohidrata
ili antigena (Adams 2019)

Trenutno je vecina komercijalno dostupnih cjepiva napravljena od cijelih uzro¢nika
bolesti inaktiviranih toplinom ili formaldehidom. U slucaju bakterija, to znaci da cjepiva
sadrZze patogene bakterijske stanice i njihove ekstracelularne produkte koji su dio in-
fektivnog mehanizma. Bakterije su uzgojene u mediju i potom deaktivirane. Cjepiva se
mogu primjenjivati s adjuvantima ili bez njih, a cjepiva koja se primjenjuju intraperito-
nealno najcesce se daju s adjuvantima.

Adjuvanti su farmakoloske ili imunoloske tvari sposobne modificirati djelovanje dru-
gih tvari, kao Sto su lijekovi ili cjepiva. Kada su dani zajedno sa cjepivom, adjuvanti
stimuliraju imunosni sustav i poja¢avaju njegov odgovor na cjepivo. Aluminijska sol,
virosomi i odredena ulja se uobicajeno koriste kao adjuvanti za cjepiva.

Cjepiva mogu biti monovalentna ili polivalentna. Monovalentna cjepiva imaju spo-
sobnost stititi ribu od jednog mikroorganizma dok polivalentna cjepiva mogu imunizi-
rati protiv dva ili viSe razli¢itih mikoroorganizama. Op¢enito, Cini se da monovalentna

cjepiva poticu ja¢i imunosni odgovor.

4.1.2. Primjena cjepiva

Postoje tri metode primjene cjepiva:

1) Cijepljenje injekcijom —injekcija moZe biti intraperitonealna ili intramuskularna. Ova
metoda cijepljenja zahtjeva puno vremena, dodatnu opremu i izvjeZzbane operatere,
radno intenzivna i vrijeme potrebno za cijepljenje jednog kaveza je duze u usporedbi
sa cijepljenjem uranjanjem. Tijekom primjene cjepiva injekcijom, riba bi trebala biti
anestezirana i odgovarajuce veli¢ine. Medutim, trajanje imunosti postignute ovim
nacinom primjene cjepiva je duZe nego trajanje imunosti izazvano nakon cijepljenja
uranjanjem.

2) Cijepljenje uranjanjem ili cijepljenje kupkom je metoda od izbora za mrijestiliSta i
ribe male velic¢ine. Ova metoda podrazumijeva uranjanje skupine riba tijekom to¢no
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odredenog vremenskog razdoblja u mjeSavinu cjepiva i mora u kojem se riba uzgaja.

Prednosti ove metode cijepljenja su $to se velik broj riba moze cijepiti u isto vrijeme

te ne zahtjeva dodatnu opremu osim one koja se uobicajeno koristi na uzgajalistima.

Koli¢ina cjepiva potrebna za jedan kavez riba je veca a imunost dobivena cijeplje-

njem uranjanjem traje krace u usporedbi s cijepljenjem injekcijom.

3) Oralno cijepljenje je metoda davanja cjepiva putem hrane. To je najjednostavnija
metoda cijepljenja, nije Stetna za ribe i ne zahtijeva nikakvu opremu ni posebne vje-
Stine operatera. Glavni nedostatak ove metode je $to oralno cijepljenje ne pobuduje
niti snazan niti dugotrajan imunitet. Kako bi se izazvala ucinkovita zastita potrebno
je dati viSu dozu antigena u usporedbi s injekcijskim i cijepljenjem uranjanjem. Slab
imunosni uzrokovan je zbog niske pH i visoke enzimske aktivnosti u prednjem dijelu
crijeva riba koji degradiraju cjepivo. Microenkapsulacija cjepiva zaobilazi ove pre-
preke no i dalje imunosni odgovor cijepljenjih riba ovom metodom nije tako dobar
kao onaj nakon primjene cjepiva injekcijom.

Optimalni rezultati cjepiva ne ovise isklju€ivo o odabiru tipa cjepiva i metode njego-
ve primjene ve¢ takoder i o vrsti ribe koja se cijepi, stanju njihovog imunosnog sustava,
ciklusu proizvodnje i epidemioloskoj situaciji bolesti koje Zelimo kontrolirati, kada se te
bolesti pojavljuju, tehnologiji uzgoja, uvjetima okolisa (temperatura, salinitet), faktori-
ma stresa, prehrani i studiji isplativosti.

Treba podignuti svijest o Cinjenici da cjepivo nece biti ucinkovito protiv bolesti koje
trenutno traju ali ¢e biti korisne u sprjecavanju izbijanja odredenih bolesti. Takoder,
uzgajivaci moraju biti svjesni da ée cijepljenjem njihove ribe biti zasticene od odredenih
bolesti ali ne od svih bolesti.
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4.2. Popis dostupnih komercijalnih cjepiva

Komercijalna cjepiva za upotrebu u uzgoju lubina i komarce

Registrirano

- © =]
> =
I.me Proizvodac Aktivna tvar Iflat':m Doza | & | & |® 5
proizvoda primjene e s |2@
£ %8
AlphaDip Pharmaq Inaktivirana bakterija o )
Vib Zoetis Vibrio anguillarum Uranjanje 1:20 | da da ne
Inaktivirane bakterije
V.anguillarum,
Alphalect Pharmaq Photobacterium Injekcija | 0.1 mL| da ne da
2000 Zoetis
damselae subsp.
piscicida
Inaktivirane bakterije
V.anguillarum,
AIPhaJect Pharmaq Photobacterium Injekcija 0.05 da da | da
micro 2000 Zoetis mL
damselae subsp.
piscicida
Alphalect Pharmaq Inaktiviran virus NNV Iniekciia 0.05 da da | da
micro Noda Zoetis genotip RGNNV JeKcl mL
Icthiovac LABORATORIS . . S
VNN HIPRA Inaktiviran noda virus Injekcija | 0.1 mL| da da | da
*
Ichtiovac VR LABORATORIS| Inaktivirana bakterija Kulfukaka’lkOs 1:10 ne | da | da
HIPRA Vibrio anguillarum 1p h 1:500
Inaktivirana bakterija
Ichtiovac LABORATORIS V.anguillarum, -
VR/PD HIPRA Ph.damselae subsp. Injekcija 1 0.1mL| da | da | da
piscicida
. LABORATORIS Inaktivirana bakterija | Kupka* 10s 110
Ichtiovac PD Ph.damselae subsp. Kupka* da da da
HIPRA N 1:500
piscicida 1lh
Benchmark - i
MARIMARK | Animal Inaktiviran virus NNV Loy i 101mL| da | ne | ne
genotip RGNNV
Health
VIBRIFISH Inaktivirana bakterija - .
VAX FATRO Vibrio anguillarum Imerzija 1:10 | ne | da | ne
VIBRIFISH Inaktivirana bakterija S
VAX FATRO Vibrio anguillarum Injekcija |0.1mL| ne | da ne
AQUAVAC MSD ANIMAL| Inaktivirana bakterija _—
VIBRIO HEALTH Vibrio anauillarum Imerzija 1:10 ne da da
IMMERSION g

*Razlika izmedu uranjanja, kupke i imerzije u ovoj tablicu nisu definirane nego smo koristili ter-
minologiju koju su koristili proizvodaci u uputama o uporabi pojedinog cjepiva. Stoga preporu-
¢amo pazljivo prouciti upute za uporabu i detaljno ih slijediti tijekom primjene pojedinog cjepiva.
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4.3. Cijepljenje u mrijestilistima
Drazen Oraié

Hrvatski veterinarski institut, Laboratorij za patologiju riba

Danijel Mejdandzié¢

Cromaris, d.d.

Poznato je da tek izvaljene morske ribe nemaju sposobnost stvaranja antitijela do
nekoliko tjedana Zivota, no imaju razvijenu urodenu imunost Sirokih sposobnosti i me-
hanizama zastite od uzroc¢nika bolesti (Galindo-Villegas i Mulero 2014).

U mrijestiliStima lubina i komarce, prvo cijepljenje se odvija kada ribe dosegnu te-
Zinu od 1g ili viSe. Pri toj veli¢ini, cjepiva se primjenjuju kupkom te, radi nepotpuno
razvijenog imunosnog sustava, imunitet ne traje dulje od 4 do 6 mjeseci. Iz tog je ra-
zloga potrebno docjepljivanje vecih riba te se za docijepljivanje najées¢e primjenjuju
intraperitonealne injekcije.

U ovom éemo poglavlju pokusati navesti sve korake potrebne za provedbu uspjes-
nog cijepljenja u mrijestilisStima lubina i komarce.

Najvise treba imati na umu da ¢e samo zdrava riba razviti optimalnu imunosnu za-
stitu.

A. Tjedan dana prije planiranog cijepljenja potrebno je proci kroz
pojedine vazne stavke:

1. Prije planiranog cijepljenja potrebno je napraviti detaljan zdravstevni pregled uk-
lju€ujuci ponasanje riba, apetit i mortalitet.

2. Ako se dijagnosticira neka bolest, ribu je potrebno izlijeciti prije planiranog cijepljenja.

3. lako nije nuZno, ishod cijepljenja biti ée bolji ako se neki od komercijalno dostu-
pnih imunostimulanata dodaje u hranu tjedan ili dva prije cijepljenja.

4. Riba mora biti odgovarajuce veli¢ine za cijepljenje.

5. Potrebno je procijeniti koli¢inu/broj riba za cijepljenje te provijeriti je li dostupna
dovoljna koli¢ina cjepiva te je li cjepivo pravilno skladisteno pri 2-8 °C, da nije
smrznuto te da je zasticeno od svjetlosti.

6. Potrebno je provijeriti kvalitetu cjepiva te rok trajanja.

B. Dan ili dva prije cijepljenja treba pregledati dodatne stavke:

1. Sva oprema koja ¢e se koristiti za cijepljenje ili koja ¢e dodi u kontakt s ribama mora
biti temeljito oprana i dezinficirana.
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Bazeni u kojima ¢e riba biti smjestena nakon cijepljenja takoder moraju biti ocis¢eni
i dezinficirani.

. Zajedno s obucenim osobljem treba napraviti plan cijepljenja u kojem svaka osoba

zna Sto ¢e raditi i u kom trenutku.

Potrebno je odrediti prosjecnu tjelesnu tezZinu ribe tezinu koja ce se cijepiti (prepo-
rucena veli¢ina ribe je 1 do 5 grama)

5. Riba mora gladovati dan prije cijepljenja.

. Postupak cijepljenja

1. lzvaditi bocu cjepiva iz frizidera i ostaviti vani kako bi poprimila temperaturu okolisa,

sadrzaj boce dobro promuckati kako bi bili sigurni da je sadrzaj jednoliko promije-
$an/homogen

. Odmah nakon otvaranja razrijediti sadrzaj boce s vodom mrijestiliSta prema uputa-

ma za uporabu dobivenih od proizvodaca te dobro promijesati

Izbjegavati mijeSanje cjepiva s drugim proizvodima

4. Ribu cijepiti u skupinama, izvagati ribu za cijepljenje kako bi bili svjesni koli¢ine i
volumena ribe (Slika 30)

Slika 30. Koli¢ina mlada za Slika 31. Cijepljenje mlada Slika 32. Vaganje
cijepljenje uranjanjem uranjanjem u cjepivo cijepljene ribe
5. Drzati mlad uronjen u cjepivo prema uputama proizvodaca cjepiva od 30 do 60 se-

kundi ili ¢ak duze za neka cjepiva (Slika 31, 32)
Pokusati sprjeciti dodatno razrijedivanje cjepiva pri stavljanju skupine riba u posudu
za cijepljenje

7. Nakon cijepljenja odmah premjestiti skupinu riba u novi Cisti bazen

8. Osigurati da osoblje ukljuéeno u cijepljenje nosi odgovarajucu zastitu kao Sto su gu-

mene rukavice i zastitne naocale
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9. Neskodljivo ukloniti sve prazne boce u kojima je bilo cjepivo kao i iskoriSteno cjepivo
prema uputama proizvodaca

10.Velika mrijestiliSta mogu koristiti strojeve za cijepljenje uranjanjem (Slike 33 i 34)

Slika 33 i 34. Strojno cijepljenje uranjanjem u mrijestilistu

D. Nakon cijepljenja
1. Pozorno pratiti ponasanje cijepljenih riba i polako ih poceti ponovno hraniti slijededi
dan

2. Imunitet se pocinje razvijati za 2 tjedna pri 21+2°C i traje oko 10 tjedana pri istoj
temperaturi

3. Ribe trebaju biti cijepljene barem 2 tjedna prije premjestaja iz mrijestiliSta u kaveze

Literatura
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4.4. Docjepljivanje na uzgajalistima

SnjeZana Zrnci¢

Hrvatski veterinarski institut, Laboratorij za patologiju riba

Imunitet postignut cijepljenjem u mrijestiliStu traje oko 10 tjedana pa kako bi se
zastitile mlade ribe u osjetljivoj dobi tijekom uzgoja u kavezima docjepljivanje je ne-
izbjezno. U suprotnom, uzgajivaci ¢e se suociti s gubicima uzrokovanim bakterijskim
uzrocnicima bolesti opisanim u prvom poglavlju ovog dokumenta. Primjenom antibak-
terijskih lijekova mogu se smanijiti gubitci no ¢esto bolest nije uocljiva u prodromalnom
stadiju (stadiju kada je riba zaraZena ali joS ne pokazuje klinicke simptome) stoga su re-
zultati ljecenja upitni (Rigos i sur. 2021). Kada uzgajivaci primijete promjene u uzimanju
hrane, ponasanju ili poviSene mortalitete najcesce u suradnji sa stru¢njacima za bolesti
riba zapocinje dijagnostisticki postupak koje se sastoji od uzorkovanja, potom slijedi
razudba, uzimanje tkiva za daljnje pretrage, bakterioloska pretraga sa ciljem izdvajanja
uzrocnika bolesti, testiranje osjetljivosti izdvojenih bakterija na antibakterijske lijekove,
narudzba ljekovite hrane ili kupnja antibiotika i priprema ljekovite hrane pod veteri-
narskom kontrolom. Cijeli ovaj postupak traje predugo, minimalno pet do sedam dana,
i lijecenje obi¢no zapocinje prekasno, kada su gubici ve¢ vrlo znacajni (Zrnci¢ 2020).
LijeCenje bakterijskih bolesti u akvakulturi je uobicajeno metafilakti¢no, $to znaci da
je lijeCenje usmjereno na lijeCenje bolesnih Zivotinja dok se istovremeno daju lijekovi
drugim Zivotinja u grupi kako bi se sprijecila bolest (FAO/WHO/OIE 2003). Upotreba an-
tibakterijskih lijekova smanjuje gubitke no opetovana upotreba istih supstanci dovodi
do razvoja antimikrobne rezistencije, taloZenja rezidua antimikrobnih tvari u tkivu ribe
i morskom okolisu (Smith 2012).

Kako bi se izbjegle sve ove neZeljene i loSe posljedice za profitabilnost akvakulture,
kvalitetu konacnog proizvoda i zdravlje potrosaca i okolis, jedna od glavnih i preporuc-
ljivih metoda kontrole Sirenja zaraznih bolesti na uzgajalistu je docijepljivanje ribe koja
je prije transfera u kaveze cijepljena u mrijestilistu.

Isto kao i u slucaju cijepljenje u mrijestiliStima, potrebno je naglasiti da ¢e samo
zdrava riba nakon cijepljenja razviti optimalni imunitet.

Stoga treba naglasiti da sve potrebne pripreme trebaju poceti dva
tjedna prije planiranog docjepljivanja:

1. Potrebno je provesti detaljan zdravstveni pregled jer procedura cijepljenja moze
potaknuti infekciju u prodromnoj fazi i uzrokovati visok mortalitet. Ako je otkri-
vena bilo kakva bolest (bakterijska ili parazitarna), riba planirana za cijepljenje
mora se najprije izlijeciti.
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2.

2.

Nije obavezno, ali ¢e rezultati cijepljenja biti bolji ako riba bude tretirana imuno-
stimulantima dodanima u hranu tijekom odredenog razdoblja prije cijepljenja.

Prije cijepljenja riba mora gladovati, a vrijeme gladovanja ovisi o temperaturi
mora i veliCini ribe. Ako je temperatura mora visa i riba manja, gladovanje moze
trajati 24 sata ali u slucaju vecih riba i nizih temperatura trebalo bi trajati dulje.
Gladovanje je vazno jer riba s praznim probavnim traktom bolje podnosi rukova-
nje i bolje reagira na anestetike.

Optimalna temperatura za cijepljenje je 17-22°C. Potrebno je izbjegavati cijeplje-
nje tijekom razdoblja promjena temperature mora ili kada je temperatura mora
visa od 24°C.

4.4.1. Docjepljivanje uranjanjem
SnjeZana Zrn¢ié¢
Hrvatski veterinarski institut, Laboratorij za patologiju riba
Igor Cviti¢

Friskina d.o.o

. Dan prije cijepljenja

Sva oprema potrebna za cijepljenje uranjanjem mora biti ocis¢ena i dezinficirana
(cerada, plasticne posude za uranjanje, vaga, mrezice za hvatanje ribe, boce s kisi-
kom, oksimetar itd.)

Potrebno je pripremiti kavez s ¢istom mreZzom za prihvat cijepljenih riba

3. Potrebno je procijeniti koli¢inu (biomasu) ribe koja ce se cijepiti kako bi se pripremila

dovoljna koli¢ina cjepiva

U dogovoru s obucenim osobljem treba napraviti plan cijepljenja u kojem svaka oso-
ba zna kada ce i $to raditi.

. Na dan cijepljenja

Izvaditi bocu cjepiva iz frizidera i ostaviti vani kako bi poprimila temperaturu oko-
lisa/vanjsku temperaturu, sadrzaj boce dobro promuckati kako bi bili sigurni da je
sadrzaj jednoliko promijesan i odmah nakon otvaranja razrijediti sadrZaj boce s vo-
dom uzgajalista prema uputama za koristenje dobivenih od proizvodaca te dobro
promijesati (Slika 35)
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Slika 35. Posuda s odgovarajuce razrijedenim cjepivom za docjepljivanje uranjanjem
2. Osigurati da osoblje uklju¢eno u cijepljenje nosi odgovarajuéu zastitu kao Sto su gu-
mene rukavice i zastitne naocale

3. MreZu kaveza s ribama koje Ce se cijepiti treba skratiti na pola kako bi ribe koje ¢e se
cjepiti bile zgusnute (Slika 36)

Slika 36. Skracivanje mreZa u kavezu koji ¢e se docjepljivati

4. Oko mreZe treba staviti ceradu te omoguciti opskrbu kisikom iz boce (Slika 37). Po-
trebno je kontinuirano kontrolirati zasi¢enje kisikom i u slu¢aju pada koncentracije,
kisik se mora dodati u vodu (Slika 38).

kisikom u kavezu oko kojeg je
postavljena cerada

Slika 37. Namjestanje cerade oko kaveza s ribom koja ce se
cijepiti
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5. Ribu u ceradi treba blago sedatirati niskim dozama anestetika

6.

7.

Slika 39. Blago sedirana riba u ceradi

Potrebno je pripremiti otopinu cjepiva u vodi uzgajaliSta i naj¢esée razrjedenje je
1:10 (jedna litra cjepiva i 9 litara vode uzgajalista) no to ovisi o proizvodacu cjepiva.
U nekim sluc¢ajevima radi se o koncentriranom cjepivu gdje je omjer razrjedenja
1:20. Jedna litra cjepiva je dovoljna za cijepljenje 100 kg ribe iznad 5 grama
Skupine riba do ukupne teZine do 0.5 kg trebaju se vaditi mreZicom iz cerade, voda
u kojoj se drzi riba mora biti ocijedena kako bi se sprijecilo dodatno razrjedivanje
cjepiva, riba se treba uroniti u razrjedenje cjepiva i drzati u njemu 30 sekundi

Slika 40. Uranjanje u cjepivo

Nakon uranjanja u cjepivo (Slika 40), skupina riba se treba izvagati i koli¢ina zabilje-
Ziti (Slika 41) kako bi se izbjeglo uranjanje veée koli¢ine riba u pripremljenu koli¢inu
nego Sto je dopusteno (u trenutku kada ukupna koli¢ina uronjene ribe dosegne do-
zvoljenu kolicinu za cijepljenje potrebno je napraviti pauzu i pripremiti novu otopinu
cjepiva)
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Slika 41. Vaganje cijepljene riba

9. Nakon vaganja cijepljena riba se mora odmah lagano otpustiti u novi kavez sa Cistim
mreZzama (Slika 42)

Slika 42. Smjestanje cijepljene ribe u novi kavez

10.Iskoristeno cjepivo treba se neskodljivo zbrinuti prema uputama proizvodaca
C. Nakon cijepljenja

1. Ponasanje cijepljene ribe se mora pazljivo promatrati i polako je poceti ponovno
hraniti slijedeci dan
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4.4.2. Docijepljivanje injekcijom

Drazen Oraié

Hrvatski veterinarski institut, Laboratorij za patologiju riba
Danijel Mejdandzi¢

Cromaris, d.d.

Priprema ribe je gotovo potpuno ista kao i za docjepljivanje uranjanjem medutim
u slucaju docjepljivanja injekcijom potrebne su dodatne pripreme kao sto slijedi:
1. Prije cijepljenja mora se procijeniti koli¢ina ribe jer propisno procijenjena koli¢ina
ribe povecava brzinu i tocnost cijepljenja
2. Riba manja od 15 g nije primjerena za cijepljenje injekcijom
3. Riba mora gladovati 24 sata prije cijepljenja pri temperaturama mora visim od 19°C
ili 3 dana ako je temperatura niZza od 18°C. To je izrazito vazno jer rastegnuta crijeva
prilikom cijepljenja mogu dovesti do injekcije cjepiva u probavni sustav

4. Cjepivo se mora Cuvati pri temperaturi od 4-8°C
A. Dan prije cijepljenja

1. Sva oprema potrebna za injekcijsko cijepljenje koja bi moga dodi u kontakt s riba-
ma mora biti o¢is¢ena i dezinficirana (cerada, mreZice, stolovi za cijepljenje, cijevi,
pumpe, automatizirane Sprice, dovoljan broj igli, posude za anesteziju itd.) kao Sto
je vidljivo na slici 43.
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Slika 43. Priprema opreme potrebne za docjepljivanje injekcijom

2. Obuceni tehnicar mora pripremiti i upravljati uredajem za cijepljenje ako ce se isti
koristiti
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. Potrebno je pripremiti kavez s ¢istom mrezom za prihvacanje cijepljenih riba

4. Potrebno je procijeniti koli¢inu (biomasu) ribe koja e se cijepiti kako bi se pripremi-

la dovoljna kolic¢ina cjepiva

5. Potrebno je pripremiti dovoljnu koli¢inu odobrenog anestetika

6. Zajedno s obucenim osobljem treba napraviti plan cijepljenja u kojem svaka osoba

zna Sto Ce raditi i kada
. Injekcijski uredaja mora biti kalibriran svaki put prije cijepljenja (Slika 44)

Slika 44. Kalibriran injekcijski uredaj

. Potrebno je odrediti odgovarajucu velicinu (duZinu) igle prema velicini ribe, debljini
trbusne stijenke i mjestu davanja injekcije. Uobicajeno se koriste igle dugacke 3 mm
za ribe od 25-40 g; 4 mm za ribe od 40-80 g i 5 mm za one koje teZe vise od 80 g.
Promjer igle je 0.6 mm

. Osoblje treba biti upoznato sa sigurnosnim postupcima i uputama u slucaju da se
ubodu injekcijom. Ako tim nije opremljen auto-injektorima adrenalina, lije¢nik mora
biti lako dostupan

. Na dan cijepljenja

1. Provjeriti cjepivo prije koristenja; treba izgledati homogeno nakon muckanja boce

(Slika 45)

. Cjepivo treba izvaditi iz frizidera kako bi se doseglo temperaturu izmedu 15 i 20°C
jer je tada lakse s njime raditi. Cjepivo mora biti zastiéeno od visokih temperatura i
direktne svjetlosti
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Slika 45. Homogeni izgled prije cijepljenja

3. Ribe trebaju biti skupljene u grupu skra¢ivanjem mreza i stavljanjem cerade te umi-
rene niskim dozama anestetika (Slika 46). Cerada mora imati kontinuiran dotok kisi-
ka (Slika 47)

Slika 46. Skracivanje mreZe i stavljanje Slika 47. Kontinuirana opskrba kisikom
cerade i vadenje potrebnih koli¢ina mlada za
docjepljivanje

4. Potrebno je pripremiti posude s anestetikom, izvaditi male skupine riba iz cerade i
potom ih uroniti u anestetik tijekom 40 do 120 sekundi

5. Otopina anestetika se mora mijenjati prema uputama proizvodaca

6. Potrebno je anestezirati odgovarajuci broj riba kako bi ih se sve stiglo cijepiti unu-
tar 3 minute. Ribe moraju biti anestezirane tijekom cijepljenja inace ¢e gubici biti
veliki
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Slika 48. Posuda s anestetikom

7. Ribe koje ¢e se cijepiti moraju biti mirne na stolu za cijepljenje

Slika 49. Stol za cijepljenje

8. Brzina rada treba biti prilagodena vjeStinama operatera i sadrzaj injekcije mora biti
apliciran pod kutem od 90 stupnjeva od trbusne stijenke te pod laganim pritiskom
kako bi se izbjegle ozljede u tocki injekcije kao Sto je pokazano na slici. Cjepivo bi
trebalo lako uci u trbusnu Supljinu i igla se ne smije izvaditi prije nego Sto se injicira
cijela doza cjepiva

9. Kod lubina je odgovarajuca tocka za injekciju u srednjoj liniji oko jedne i pol duzine
trbusne peraje iza osnove trbusne peraje (Slika 50)
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Slika 50. Odredivanje tocke za
injekciju

10.Cjepivo mora biti homogeno cijelo vrijeme
11.0tvorena boca cjepiva mora se iskoristiti unutar 12 sati

12.Igla se mora promijeniti kada postane ostecena ili tupa, ili nakon sto je cijepljeno
2000 riba

13.Potrebno je redovito micati ljuske s igle kako se ne bi promijenila duljina igle

14.Tijekom cijepljenja potrebno je njezno rukovati ribama kako bi se izbjegao stres ili
ostecenja (Slika 51)

15.1zvodaci moraju imati Ciste rukavice te ih redovito mijenjati kako bi se izbjegla kon-
taminacija
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16.Treba prakticirati redovitu kontrolu ucinkovitosti primjene cjepiva na nacin da se
lagano pritisne trbusna stijenka ribe na mjestu cijepljenja i ¢eka pojava bjelkaste te-
kucine. Neke se jedinke Zrtvuju radi provjere prisutnosti i koli¢ine cjepiva u tjelesnoj
Supljini kako bi se mogao korigirati postupak cijepljenja

17.Neprikladna primjena cjepiva moZe uzrokovati ozljede crijeva i drugih unutarnjih
organa

18.Nakon primjene cjepiva, riba se treba otpustiti u bazen za oporavak ili direktno u
novi kavez te bi trebale poceti plivati vrlo brzo nakon cijepljenja (Slika 52)

Slika 52. Otpustanje cijepljenih riba u novi kavez

C. Nakon cijepljenja

1. Ribe se moraju oporaviti nakon cijepljenja, a trebale bi se potpuno oporaviti u roku
tjedan dana

2. Cijepljenoj ribi treba ponuditi male koli¢ine hrane jedan dan nakon cijepljenja tije-
kom ljeta ili 2-3 dana nakon cijepljenja zimi. Hrana ne prolazi kroz crijevo par dana
nakon cijepljenja i ako ih se hrani, hrana moze fermentirati te uzrokovati enteritis

3. Mortalitet je nakon cijepljenja uobicajeno nizak i veéina jedinki po¢ne jesti normal-
no unutar tjedan dana
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Jadranska marikultura opskrbljuje visokokvalitetnim ribljim proizvodima
lokalna trzista ali i trzista okolnih zemalja. Da bi se osigurao daljnji ekonomski
razvoj ovog sektora uz okoliSnu i drustvenu odrzivost, znanstvenici i
proizvodaci s obje strane Jadrana; Italije i Hrvatske su pokrenuli projekt
“JACANJE INOVACIJA | ODRZIVOSTI U JADRANSKOJ AKVAKULTURI” -
ADRIAQUANET.

ADRIAQUANET KONZORCIJ je sastavljen od znanstvenika iz sedam
istrazivackih institucija, Cetiri proizvodne organizacije i udruzenja uzgajivaca iz
Italije i Hrvatske. Aktivnosti su financirane iz programa Interreg Italy-Croatia
2014-2020, do lipnja 2022. Koordinator konzorcija je prof. Marco Galeotti s
Univerziteta u Udinama, Italija.

ZAJEDNICKI SU DEFINIRALI TRI GLAVNA CILJA:

UZGOJ RIBA: unaprjedenje uzgoja riba uvodenjem inovacija u tehnologiju
hranidbe i zbrinjavanja otpadnih tvari.

ZDRAVLIE RIBA: jacanje otpornosti na bolesti primjenom novih cjepiva,
probiotika i prirodnih lijekova. Primjena principa dobrobiti riba je strateska
odrednica u preventivi pojave bolesti.

MARKETING: procjena kvalitete riba uzgojenih na uzgajalistima uz principe

dobrobiti u ekoloski povoljnim uvjetima temeljem analize higijenskih,
senzorickih i nutritivnih parametara te njena prq\rz;)cija kao razvoj i promocija

novih proizvoda od ribe koji*¢ \zadovoljiti potrebe trzista




