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ZDRAVSTVENO STANJE KLENA (Squalius
cephalus) U ODNOSU NA KVALITETU VODE
RIJEKE SAVE*

B. Kurtovié', I. Vardié, D. Valié, D. Kapetanovié,
7. Teskeredzié, E. Teskeredzi¢

SaZetak

Voda kao zivotni okoli§ organizama koji u njoj zive svojom kvalitetom utjece
na njihovo zdravstveno stanje. U dostupnoj je literaturi malo podataka o po-
kazateljima zdravstvenoga stanja klena, osobito iz rijeke Save. Zbog toga je
svrha ovog istrazivanja bila procijeniti zdravstveno stanje klena kao pokazate-
lja kvalitete vode, te odrediti odnos histoloskih i parazitoloskih pokazatelja
prema broju bakterija u vodi. Istrazivanje je provedeno na ukupno 289 kleno-
va s pet postaja od slovensko-hrvatske granice do utoka rijeke Une u Savu.
Uzorci organa klena uzeti su za parazitolosku i histolosku pretragu. Istodob-
no je uzorkovana voda i odreden broj heterotrofnih i koliformnih bakterija.
Razlike u koli¢ini bakterija u vodi bile su izrazene medu pojedinim postajama.
Najvisa je vrijednost utvrdena na postaji Oborovo, a najniza na postaji Otok
Samoborski. Intenzitet histoloskih promjena bio je u korelaciji s mikrobio-
loskom kakvoéom vode. U svim uzorkovanim organima utvrden je barem je-
dan histologki pokazatelj u visokoj korelaciji s mikrobioloskom kakvoéom
vode. Od parazitarnih invazija samo su ihtioftirijaza i trihodinijaza pokazale
visoku negativnu korelaciju s mikrobioloskom kvalitetom vode. U sklopu pa-
razitoloSke pretrage primijenjivane su i molekularne metode u svrhu identifi-
kacije crijevnih parazita iz grupe Acanthocephala.

Klju¢ne rijeci: klen, Sava, mikrobiologija, parazitologija, histologija, koli-
formne bakterije, heterotrofne bakterije

Dr. sc. BozZidar Kurtovié; mr. sc. Irena Vardié; mr. sc. Damir Valié¢; Damir
Kapetanovié, dr.vet.med.; dr. sc. Zlatica Teskeredzié, dr. sc. Emin Teskeredzié; Institut
Ruder Boskovié, Zavod za istrazivanje mora i okolisa, Laboratorij za istrazivanje i
razvoj akvakulture, Bijenicka c. 54, 10000 Zagreb, tel./faks +3851 4680 943, e-mail:
bkurtovi@irb.hr

* Rad je prezentiran na 3. Medunarodnom savjetovanju o slatkovodnom ribarstvu u
Vukovaru odrzanom 16. i 17. 4. 2009.
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UvOD

Oneciséenost vode ima kao posljedicu i promijenjeno zdravstveno stanje orga-
nizama koji u njoj zive. Zbog toga zdravstveno stanje faune c¢esto odrazava
stanje ekosustava (Robinson, 1996). Riba je izlozena brojnim Stetnim tvari-
ma otopljenima u vodi ili sadrzanima u hrani. Osim toga $to izravno negativ-
no djeluju na ribu, mnoge se tvari i nakupljaju u organizmu. Stoga riba moze
posluziti kao pokazatelj oneciséenosti okolisa (Whitfield i Elliott, 2002).

Veéina medunarodnih pravilnika ukljucuje ukupne koliforme kao zako-
nom propisani mikrobioloski pokazatelj kakvoce vode (Schraft i Watter-
worth, 2005). Uz to se utvrduje ukupan broj heterotrofnih bakterija, $to se
smatra opéim pokazateljem stanja vode (Stevens i sur., 2003).

Histopatologija proucava promjene na stani¢noj razini. Histopatoloske su
promjene prikladan pokazatelj za utvrdivanje i lokalizaciju toksi¢nih ucinaka
pojedinih tvari, ali promjene, u pravilu, nisu specificne za pojedini kemijski
spoj ili skupinu spojeva (Bernet i sur., 2004).

Paraziti riba osjetljivi su na oneciséenost vode i stoga bi intenzitet parazi-

tarne invazije riba mogao upucdivati na intenzitet oneciséenosti vode (Pou-
lin, 1992).

Klen (Squalius cephalus L.) uobicajena je vrsta u Europi, koja zivi u rije-
kama, jezerima i bocatoj vodi, a rasprostranjen je od pastrvskih do Saranskih
voda (Muus i Dahlstrom, 1999). Hrani se algama, biljem, sjemenkama,
mekuscima, rakovima, li¢inkama kukaca i manjim ribama (Maitland i
Campbell, 1992).

Buduéi da je to vrsta koja obitava i u rijeci Savi, a ta je rijeka bila dio
medunarodnoga projekta SARIB (Sava River Basin) u sklopu FP6 programa,
za nasa smo se istrazivanja odludili za tu vrstu kao predstavnika nasih rijeka.
Rijeka Sava, duzine 945 km najduza je rijeka u Hrvatskoj. Na izlasku iz Slo-
venije veé pripada II. do III. kategoriji kakvoée voda. Najveca je onecis¢enost
nizvodno od Zagreba. U tom je dijelu voda rijeke Save svrstana u III. do V.
kategoriju kakvoée (Vouk i Malus, 2005).

Svrha je ovog rada bila utvrditi mozZe li zdravstveno stanje klena posluziti

kao pokazatelj oneciSéenosti vode, kao i odrediti odnos histoloskih i parazito-
loskih pokazatelja prema broju bakterija u vodi.

MATERIJAL I METODE RADA

Uzorkovano je ukupno 289 klenova na 5 postaja (Slika 1) od slovensko-hrvat-
ske granice do utoka rijeke Une u Savu. Dvije su lokacije (Otok Samoborski i
Sava kod Jaruna) uzvodno, a preostale tri (Oborovo, Lukavec Posavski i Jase-
novac) nizvodno od grada Zagreba i glavnih izvora oneciséenosti vode. Uzor-
kovanje ribe provedeno je 4 puta u razdolju od ozujka 2005. do listopada 2006.
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Slika 1. Lokacije uzorkovanja klena na rijeci Savi
Fig. 1. Sampling sites on the Sava river where chub were sampled.

godine, upotrebom elektricnog agregata sukladno standardu HRN EN
14011:2005.

Od svih su riba uzeti uzorci jetre, skrga i crijeva i fiksirani u 10 %-tnom
formalinu. Nacinjeni su rezovi debljine 5 um i obojeni hematoksilin eozinom.

Parazitoloska je pretraga provedena kao pregled nativnih preparata skrga,
koze i peraja pod svjetlosnim mikroskopom, te makroskopskim pregledom cri-
jeva tijekom razudbe. U sklopu parazitoloske pretrage provedena je identifika-
cija crijevnih parazita primjenom PCR-a i odredivanja nukleotidnih sljedova
specifiénih regija DNA: podjedinice i citokrom oksidaza (650 pb), 185 rDNA
(1724 pb) i ITS (626 pb).

Za odredivanje ukupnoga broja heterotrofnih bakterija voda je uzorkovana
u rujnu godine 2005. i travnju/svibnju godine 2006. na svim postajama isto-
dobno s uzorkovanjem ribe. Za odredivanje broja koliformnih bakterija voda je
uzorkovana samo u travnju/svibnju 2006. godine. Uzorci su vode uzeti s 20
cm ispod povrsine vode u 1 L sterilne polietilenske boce i u prijenosnom hlad-
njaku dopremljeni u laboratorij. Vrijeme izmedu uzorkovanja i obradbe uzora-
ka bilo je Sest do osam sati. Da bi se dobio bolji uvid u mikrobiolosku kak-
vocéu vode rijeke Save provedena su dva dodatna uzorkovanja vode na svakoj
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Slika 2. Broj heterotrofnih bakterija u vodi rijeke Save (log cfu/ml)
Fig. 2. Number of heterotrophic bacteria in the water of Sava river (log

cfu/ml)
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Slika 3. Broj koliformnih bakterija u vodi rijeke Save (log mpu/ml)
Fig. 3. Number of coliforms in the water of Sava river (log mpu/ml)

postaji u razdoblju izmedu dvaju uzorkovanja ribe. Dobiveni su rezultati
izrazeni kao srednja vrijednost za ¢itavo istraZivano razdoblje. Za odredivanje
ukupnoga broja aerobnih bakterija uzorci vode inokulirali su na hranjivoj po-
dlozi Yeast extract agar prema ISO 622:1999 (Whitman i MacNail,
2004). Nakon inkubacije do pet dana na 22 °C izrasle su kolonije prebrojene i
rezultat izrazen kao cfu/ml (cfu — colony forming units). Ukupan broj koli-
formnih bakterija odreden je pomoéu Colilert® testa (IDEXX Laboratories,
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Slika 4. Skrge klena. H&E, 200 Slika 5. Skrge klena, hiperplazija

X epitela 1 fuzija lamela. HEE, 100 X

Fig. 4. European chub, normal Fig. 5. European chub gills.

gills. H and E, 200 X. Epithelial hyperplasia with

lamellar fusion. H and E, 100 X

Slika 6. Skrge klena, otedenost Slika 7. Skrge klena,

vrsaka sekundarnih lamela. H&E,  teleangiektazije. H&E, 200 X.

400 X. Fig. 7. European chub,

Fig. 6. European chub gills. Lamellar ~ teleangiectasia in gills. H and E,

swelling. H and E, 400 X. 200 X.
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- PRl VR i SRR ~G

Slika 8. Crijevo klena. H&E. 200  Slika 9. Crijevo klena, vréaste (G)

X i Stapicaste (R) stanice. H&E,400 X

Flg 8. European chub, normal Flg 9. European chub intestine.

intestine. H and E, 200 X. Goblet (G) and rodlet (R) cells. H

and E, 400 X.
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Inc., SAD). Nakon inkubacije od 24 sata na 35 °C rezultat je izrazen kao naj-
vjerojatniji broj (most probable number — MPN) u 100 mL uzorka.

Za statisticku obradbu rezultata primijenjen je program SigmaStat (Sig-
maStat for Windows Version 1.0, Jandel Corporation 1992-1994). Razina
znacajnosti za sve testove postavljena je na 5 % (p<0,05).

REZULTATI I RASPRAVA

Bakterioloska pretraga vode

Pri jednokratnim uzorkovanjima razlika u broju bakterija izmedu postaja/se-
zona bila je nepravilna (Slika 2). U godini 2005. heterotrofnih je bakterija bilo
najvise na postaji Oborovo, a najmanje na postaji Jasenovac. U 2006. godini
heterotrofnih je bakterija bilo najvise na postaji Jasenovac, a najmanje na po-
staji Jarun. Razlika izmedu dvaju uzorkovanja nije bila statisti¢ki znacajna
(T= 36,0, p>0,05). Potpuno druk¢iji odnos dobiven je za c¢itavo razdoblje, pri
¢emu je prosjecan broj heterotrofnih bakterija bio najveéi na postaji Oborovo,
a najmanji na postaji Otok Samoborski.

U vodi uzorkovanoj u 2006. godini koliformnih je bakterija (Slika 3) naj-
vise bilo na postaji Jasenovac, a najmanje na postaji Otok Samoborski. Pro-
sjeCan broj koliformnih bakterija za cijelo ispitivano razdoblje bio je najveéi na
postaji Oborovo, a najmanji na postaji Otok Samoborski.

Biometrija

Svim ulovljenim ribama odredene su njihova masa i duzina, a vrijednosti su
izrazene kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Klenovi su bili tezine
75,90 = 52,90 g, a duzine 18,8 + 4,0 cm. Faktor kondicije bio je 0,99 + 0,10.

Histoloska pretraga riba

Skrge

U skrgama (Slika 4) odredeni su hiperplazija Skrznog epitela i fuzija sekun-
darnih lamela, prosirenje krvnih prostora i ote¢enje sekundarnih lamela.

Hiperplazija epitela (Slika 5) bila je najjace izrazena na postaji Oborovo, a
najslabije na postaji Otok Samoborski. Razlika je bila znacajna (H=255;
p<0,05). Otecenost sekundarnih lamela (Slika 6) bila je najjace izraZena na
postaji Oborovo, a najslabije na postaji Otok Samoborski. Razlika je bila stati-
stiéki znadajna (F=18,4; p<0,05). Teleangiektazije (Slika 7) bile su najjace
izraZzene na postaji Oborovo, a najslabije na postaji Otok Samoborski. Razlika
je bila statisticki znac¢ajna (F=9,47; p<0,05). Rezultati ovog istrazivanja poka-
zali su da su $krge organ s najja¢im odgovorom na promjenu mikrobioloske
kakvocée vode. U dostupnoj je literaturi navedeno da su se brojni autori prom-
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Slika 10. Jetra klena. H&E, 200
X.
Fig. 10. European chub, normal

liver. H and E, 400 X.
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Slika 11. Jetra klena,
melanomakrofagni centri (MMC).
H&E, 200 X.

Fig. 11. European chub liver,
MMC. H and E, 400 X.

.
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Slika 12. Jetra klena, nakupljanje
upalnih stanica. H&E, 200 X.
Fig. 12. European chub liver,
accumulation of inflammatory
cells. H and E, 400 X.

Zugnl kanaliéi -
bile canaliculi

Slika 13. Jetra klena, proliferacija
Zucnih kanaliéa. H&E, 200 X.
Fig. 13. European chug liver, bile
canaliculi proliferation. H and E,
200X.

jenama na Skrgama koristili kao pokazateljem kemijske oneciséenosti vode
(Couillard i sur.,, 1999; Brueggemann i sur., 1995). Medutim, ovo je
prvi put da histoloske promjene na Skrgama sluze kao pokazatelj mikrobio-

loske onecéiséenosti vode.

Crijevo

U crijevnoj sluznici (Slika 8) odreden je broj vrcastih i Stapicastih stanica, a
broj vréastih stanica (Slika 9) bio je najveéi na postaji Oborovo, a najmanji na
postaji Otok Samoborski. Razlika je bila statisti¢ki znac¢ajna (F=6,28; p<0,05).
Broj Stapiéastih stanica (Slika 9) u godini 2005. bio je najveéi na postaji Otok
Samoborski, a najmanji na postaji Lukavec Posavski. Razlika je bila statistic¢ki
znacajna (F=4,05; p<0,05). Za godinu 2006. broj je Stapicastih stanica bio naj-
veéi na postaji Lukavec Posavski, a najmanji na postaji Jarun. Razlika nije
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bila statisti¢ki znac¢ajna (F=1,60; p>0,05). Razlika izmedu dviju sezona uzor-
kovanja na pojedinim je postajama bila znacajna. Promjene u crijevu nisu bile
izrazene kao u $krgama. Povecan broj vréastih stanica na postajama s vecom
kemijskom oneéiséenoséu cesto je opisan u literaturi (Hawkes, 1980;
Kruatrachue i sur., 2003). Naprotiv, u dostupnoj literaturi nema podataka
0 povecéanom broju vréastih stanica kao pokazatelja mikrobiologke oneciséeno-
sti vode. Razlike u broju stapicastih stanica izmedu pojedinih postaja, kao i
izmedu dviju sezona uzorkovanja nisu pokazivale pravilnost. Broj je bio veéi
uzvodno od Zagreba. U dostupnoj literaturi ne postoji jedinstveno misljenje o
ulozi ovih stanica u ribama. Jedni ih povezuju s kemijskom oneciséenoséu iz
okolisa (Smith i sur., 1995; Iger i Abraham, 1997), dok su s druge stra-
ne brojni zagovornici njihove uloge u obrani organizma od parazita (Manera
i sur., 2001; Dezfuli i sur., 2003).

Jetra

U jetri (Slika 10) je utvrden broj melanomakrofagnih centara (MMC) (Slika
11), nakupljanje upalnih stanica (Slika 12), te proliferacija zuénih kanaliéa
(Slika 13). Broj MMC-a je u jetri bio je najveéi na postaji Oborovo, a najmanji
na postaji Otok Samoborski. Razlika nije bila statisticki znacajna (F=1,94;
p>0,05). Nakupljanje upalnih stanica (Slika 12) za 2005. godinu bilo je najjace
izrazeno na postaji Lukavec Posavski, a najslabije izrazeno na postaji Jaseno-
vac. Razlika nije bila statisti¢ki znacajna (H=5,74; p>0,05). U godini 2006.
nakupljanje upalnih stanica bilo je najjace izrazeno na postaji Oborovo, a naj-
slabije na postajama Lukavec Posavski i Otok Samoborski. Razlika nije bila
statisticki znacajna (H=7,43; p>0,05). Razlika izmedu dviju sezona uzorko-
vanja na pojedinim je postajama bila statisti¢ki znacajna. Proliferacija Zzu¢nih
kanaliéa (Slika 13) bila je najjace izrazena na postaji Oborovo, a najslabije na
postaji Otok Samoborski. Razlika je bila statisticki znaéajna (H=14,8;
p<0,05). Od histoloskih pokazatelja u jetri razlika u broju MMC-a i razliciti
intenzitet proliferacije Zzu¢nih kanali¢a bili su u skladu sa stupnjem mikrobio-
loske oneciséenosti vode. MMC-i u jetri su zajedno s MMC-ima iz slezene
éesto iskoristeni kao pokazatelji kemijske oneciséenosti vode (Wolke, 1992).
Medutim, u dostupnoj literaturi nema podataka o MMC-ima kao pokazatelji-
ma mikrobioloske oneciséenosti vode. T e h i suradnici (1997) utvrdili su proli-
feraciju zu¢nih kanali¢a samo u ribama iz kemijski oneciséene vode, dok je u
ribama iz vode koja nije bila oneciséena nisu utvrdili. U ovom je istrazivanju
prvi put opisana proliferacija Zzuénih kanaliéa kao pokazatelj mikrobioloske

vev 2

oneciséenosti vode.

Odnos histoloskih pokazatelja u organima klena i broja bakterija u vodi

Hiperplazija epitela sekundarnih lamela, otecenosti sekundarnih lamela i tele-
angiektazije u Skrgama, broj vréastih stanica u crijevu, broj MMC-a i prolife-
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Postaja uzorkovanja — Locality

Slika 14. Invazija klena ektoparazitima
Fig. 14. Infection of chub with ectoparasites

Jasenovac

Lukavec P 5
B Zarazeni

muzjaci

Oborovo kena'd

@ Zarazene
Jarun Zenke
kiena @

Lokalitet — Locality

0. Samob.
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Prevalencija (%)

Slika 15. Invazija endoparazitima te odnos broja invadiranih Zenki i
muzjaka klena

Fig. 15. Infection with endoparasites and ratio of invaded females and male
of the chub

racija zu¢nih kanaliéa u jetri imaju pozitivan odnos s brojem bakterija u vodi.
Za ostale pokazatelje nismo utvrdili pravilan odnos.

Parazitoloska pretraga

Ucestalost invazije klena ektoparazitima i endoparazitima na pojedinim posta-
jama prikazana je na Slikama 14 i 15. Od svih parazitarnih invazija jedino je
kod ihtioftirijaze i trihodinijaze utvrdena visoka negativna korelacija s brojem
bakterija u vodi.

Odredivanjem nukleotidnih sljedova specifi¢nih regija DNA crijevnih para-
zita utvrdili smo da je rije¢ o vrsti Pomphorhynchus laevis (Slika 16).
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Slika 16. Pomphorhynchus laevis pricvrséen za sluznicu crijeva klena,
nativni preparat

Fig. 16. P. laevis attached to the gut mucosa of the chub, fresh sample

Gen Bank 1
61

61
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ATGTATGCTTIT GOTTGOT 6T oT GAG G GGHCT AAT G GGGTTTT CT ATAAGACT ATT AATT

COATT MoAATT ACCC M AMCCAGGLETIT CLAT COCAMACACGCTETCT AT AATCTTITA

BERTRRRR PR P i et prrnn ey ranenynnpnnnne
COATT APARTT AGGCAGACEACGGCTTT GRAT AGEAM ACAGGCTGTCTATAATGTTITA
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TTCECTAATTGACT CAT GCCAGT CATCTT AGGOTTCAGCOAT AT GECCCTCCCCCOACT G

Soarlb sample 1 ATGTATGTTTIGGTTGOT#T 6T GAGGGGGHECT AATGGGGTTTTCTATAAGACT ACTAATT &0
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Slika 17. Usporedba nukleotidnoga slijeda odsjecka gena COI iz P. laevis

pronadenog u

klenovima sa slijedom iz baze podataka GenBank

Fig. 17. Comparison of the nucleotide sequence of the COI gene from the
P. laevis found in chubs with the sequence in the data base GenBank

Na osnovi sljedova nukleotida gena COI iz P. laevis u bazi podataka Gen-
Bank (Slika 17) provedeno je genogrupiranje identificiranog parazita te je
utvrdeno da se P. laevis iz Hrvatske nalazi u grupi s parazitima iz Madarske i
Francuske. Genogrupiranje nije geografski specificno (jedinke iz iste populaci-

je u razli¢itim su genogrupama).
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ZAKLJUCAK

Na osnovi rezultata ovog istrazivanja mozemo zakljuciti da je mikrobioloska
kvaliteta vode bila najlosija na postaji Oborovo, $to je neposredna posljedica
utjecaja otpadnih voda gradova Zagreba i Velike Gorice. Od parazitarnih inva-
zija jedino su ihtioftirijaza i trihodinijaza bile u korelaciji sa stupnjem mikro-
bioloske oneciSéenosti vode. Naprotiv, intenzitet histoloskih promjena bio je u
korelaciji s mikrobiolo§kom kvalitetom vode. U svakom je organu utvrden ba-
rem jedan parametar koji je visoko korelirao s mikrobioloskom oneciséenoséu
vode, pri ¢emu su promjene u Skrgama najbolje korelirale s promjenama u

mikrobioloskoj kvaliteti vode.

ZAHVALA

Ovaj je rad izraden u sklopu FP6 programa: Sava River Basin (SARIB
-INCO-CT-2004-509160).

Summary

HEALTH STATUS OF CHUB (Squalius cephalus) IN
RELATION TO WATER QUALITY OF SAVA RIVER

B. Kurtovi¢, I. Vardié, D. Vali¢, D. Kapetanovic,
7. Teskeredzi¢, E. Teskeredzié¢

Water quality has infuence on the health status of the organisms living in it.
In the available literature, there is only a few reports on the health status of
chub, particularly in the Sava river. The aim of this study was to estimate
health status of chub as indicator of water quality. Furthermore we aimed at
relating fish histology and parasitology to the number of bacteria in the water.
We sampled 289 chubs for parasitological and histological examination. Fish
were sampled on five sites from slovenian—croatian border through to the in-
flow of river Una in Sava. At the same time, water was sampled for the
counting of coliforms and heterotrophic bacteria. The difference in the number
of bacteria in the water was pronounced at different locations, with Oborovo
and Otok Samoborski having the highest and the lowest values respectively.

DSc Bozidar Kurtovié; MSe Irena Vardié¢; MSc Damir Vali¢; Damir Kapetanovié¢, DVM;
DSc Zlatica Teskeredzié, DSc Emin TeskeredZié; Ruder Boskovié Institute, Depart-
ment for marine and environmental research, Laboratory for aquaculture, Bijenicka c.
54, 10000 Zagreb, tel/fax +3851 4680 943, e-mail: bkurtovi@irb.hr
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The intensity of histological parameters was in correlation with the number of
bacteria in water. At least one histological parameter highly correlating with
the water quality was found in every organ. Regarding parasite invasions, only
ichthyophthiriasis and trichodiniasis showed high negative correlation with mi-
crobiological quality of the water. As part of parasitological examination, mo-
lecular methods were used for the identification of Acanthocephala.

Key words: chub, Sava river, parasitology, histology, coliforms, heterotrophic
bacteria.
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