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BAKTERIJSKA FLORA LICINKI I MLADA
KALIFORNIJSKE PASTRVE
(Oncorhynchus mykiss)

D. Kapetanovi¢, E. Teskeredzic¢

SazZetak

U dostupnoj literaturi nema podataka o
strukturi bakterijske flore kod li¢inki i mlada
kalifornijske pastrve u prvim danima Zivota.
Zadatak je naseg rada bio pratiti bakterijsku
floru od 3. do 8. tjedna zivota. Tijekom 35
dana pokusa utvrdivana je bakterijska flora
kalifornijske pastrve uz praéenje fizikalno-
kemijskih parametara kvalitete vode i njezina
utjecaja na zdravlje.

Uzorci za bakteriolosku pretragu uzimani
su sa Skrga, srca i podrudja bubrega i inokuli-
rani na podloge. Bakterijske su kolonije pre-
gledane makroskopski, razmazi su obojeni po Gramu, a zatim su nacinjeni
biokemijski testovi. Pri identifikaciji primjenjivan je APILAB Plus program
(bio Mérieux, France). Bakterijska flora licinki i mlada kalifornijske pastrve
mijenjala se je sa staro$cu. Fizikalno—kemijske karakteristike vode kretale su
se unutar optimalnih vrijednosti. Od inokuliranog materijala najvise je izraslo
bakterijskih kolonija s izolata Skrga (64,4 %), zatim iz srca (21,8 %) i iz
podrudja bubrega (13,8 %). Bakterijsku floru li¢inki u inkubatoru veéim su
dijelom tvorile gram-pozitivne bakterije (64,7 %), i to vrste: Renibacterium
salmoninarum (23,5 %), Lactobacillus spp. (11,8 %), Staphilococcus spp. (17,6
%) i Corynebacterium aquatile (11,8 %). Premjestanje li¢inki iz inkubatora u
bazene reduciralo je bakterijsku floru (66,7 %) nakon 45 minuta boravka u
bazenu. Gram-negativne bakterijske vrste koje su u li¢inki u inkubatoru bile
zastupljene u niskom postotku (35,3 %), premjestanjem li¢inki u bazene
postale su dominantne i ¢inile su vise od 95 % bakterijske flore li¢inki,
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odnosno mlada kalifornijske pastrve. Flavobacterium, Acinetobacter i Yersinia
bili su preteziti gram-negativni rodovi u li¢éinki u inkubatoru, dok su
Aeromonas, Pseudomonas, Flavobacterium i Pasteurella glavni izolati iz li¢inki,
odnosno mlada u bazenima do kraja pokusa.

Bakterijska flora li¢inki u inkubatoru veéinom se sastoji od gram—pozitivne
flore, a u li¢inaka i mlada kalifornijske pastrve u bazenima od gram-negativne
bakterijske flore.

Kljuéne rijeci: licinke — mlad, kalifornijska pastrva, bakterijska flora,
unutarnji organi.

UvVOD

Danasnji trend zdrave prehrane ljudi stavlja teziste na uzgoj zdrave i prirodne
hrane koja bi u $to veéoj mjeri zadovoljila ¢ovjekove potrebe za hranjivim
tvarima, a bez suvi$ne intervencije kemikalijama u proizvodnju.

U tom se kontekstu nalazi i akvakulturna proizvodnja, koja slijedi ideju
razvijanja metode uzgoja bliske prirodi.

Kontroliranim uzgojem skracéuje se proizvodni lanac, te se ostvaruju mnoge
mogucénosti uzgoja (Teskeredzié, 1983). Glavna salmonidna vrsta u slatko-
vodnoj akvakulturi jest kalifornijska pastrva (Larsen i Pedersen, 1997).
Kontrolirani intenzivni ugoj ribe zasniva se na velikoj aglomeraciji riba
smjestenih na malom prostoru, Sto je preduvjet i uzrok znatnijoj pojavi
uvjetnih bolesti riba bakterijske etiologije, a u vezi s pogorsanim prilikama
smjestaja i drzanja, odnosno s veéim stresom.

U menedZmentu bolesti naglasak bi trebao biti na prevenciji, za koju je
vjerojatnije da bude povoljnija nego lijecenje (Versehuere i sur., 2000). Ovo
moze voditi manjoj upotrebi kemikalija (antibiotika, dezinficijensa i pesticida),
koji najéesée djeluju na simptome, a ne na uzrok problema pojave bolesti
(Planas i Cunha, 1999). Konvencionalni pristup, kakav je upotreba dezin-
ficijensa i antimikrobnih lijekova, imaju ogranic¢en uspjeh u prevenciji ili u
lijeéenju bolesti (Subasinghe, 1997). Usto, postoji rastuéa zabrinutost oko
upotrebe, a napose zloupotrebe antimikrobnih lijekova ne samo u humanoj
medicini i poljoprivredi nego i u akvakulturi. Zato u akvakulturi postoji hitna
potreba za razvojem strategije mikrobioloske kontrole (Versehuere i sur.,
2000).

U vodenom okolisu domaéin i mikroorganizmi dijele ekosustav. U nekom
smislu mikroorganizmi u vodi imaju izbor Zivljenja u zajednici s potencijalnim
domadinom (intestinalni trakt, Skrge ili koza) ili ne (Harris, 1993). Zivotinje
koje zive u vodi u uzgoju su okruZene okolisem koji podrzava njihove
patogene, neovisno o potencijalnom domadinu i tako patogeni mogu dosegnuti
visoku gustoéu oko Zivotinje (Moriarty, 1998).

Stres oslabljuje prvu crtu obrane od infekcije i tako utire put djelovanju
bakterija. U tom se kontekstu nalaze i supklinicke infekcije, koje ¢esto ostaju
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neotkrivene i zanemarene, a oituju se smanjenjem proizvodnog potencijala, u
obliku slabijega prirasta i losije iskoristenosti hrane.

Gospodarske stete nastaju uglavnom zbog nekih od razloga kao sto je
smanjeni prirast, troskovi lijeCenja i ugibanje. Suzbijanje gospodarskih Steta
provodi se preventivnim mjerama, $to je jeftinije od lijeenja klini¢ki oboljelih
Zivotinja. Osim toga, masovna uporaba antimikrobnih lijekova za kontrolu
bolesti i poticanje rasta u Zivotinja uveéava selektivni pritisak na mikrobioloski
svijet 1 potpomaZe prirodnu sposobnost bakterijske rezistencije (World
Health Organization, 2002). Supterapijska uporaba antibiotika i jasno
povecanje sluéajeva rezistencije na antibiotike bakterija razlic¢itih podrudja
animalne proizvodnje i njihove mogucée implikacije za javno zdravstvo vodi k
intenzivnijem nadzoru bakterijske rezistencije (Levy, 1998; Schmidt i sur.,
2000; Tollefson i sur.,, 1999). Utjecaj antimikrobnih supstancija na okolis
tesko je ocijeniti zbog kompleksnosti vodenog okolisa, dok primjer rezistencije
bakterijskih uzroénika u riba ¢esto reflektira intenzivnu uporabu antimikrob-
nih supstancija (Bruun i sur., 2000; Toranzo i sur., 1984) koje dalje mogu
biti opasne za ljudsko zdravlje.

U velikoj aglomeraciji riba, u nadzoru i brizi oko njihova zdravlja,
najkorisnija preventivna, ali i ekonomska mjera, jest sprecavanje bolesti. To je,
medu ostalim, najlakSe ostvariti sustavnim pracenjem fizikalno-kemijskih
parametara vode, i u smislu ofuvanja zdravlja riba, i s obzirom na poticanje
proizvodnosti ribe. Limitirajuéi ¢imbenici koji utje¢u na razvoj mikroflore u
akvakulturnim sustavima uklju¢uju: temperaturu, koli¢inu kisika te kvalitetu
i kvantitetu hranidbe. Ovi kombinirani okoli$ni ¢imbenici kreiraju staniste u
kojemu su mikroorganizmi sposobni za razmnozavanje (Versehuere i sur.,
2000).

S obzirom na to da primarna mikroflora ranoga stadija riblje li¢éinke ovisi
djelomi¢no o vodi u kojoj su one uzgojene (Cahill, 1990; Ringo i Birk-
beck, 1999), prisutnost bakterija u okoli$noj vodi krajnje je znacajna za razvoj
bakterijske flore i na unutras$njoj i na vanjskoj povrsini ikre i li¢inalnih
organizama (Versehuere i sur., 2000).

Tri najznacajnija riblja patogena u europskoj slatkovodnoj akvakulturi jesu
Yersinia ruckeri, Flavobacterium psychrophilum i Aeromonas salmonicida. Oni
tvore skupinu ubikvitarnih bakterija vodene sredine, a povezani su s crijevnom
boleséu crvenih usta, sindromom mlada kalifornijske pastrve i furunkulozom
(Schmidt i sur, 2000; Larsen i Pedersen, 1997).

F. psychrophilum uzro¢nik je sindroma mlada kalifornijske pastrve i
bakterijske bolesti hladne vode, septikemijske infekcije koja moze uzrokovati
znatan rani gubitak na ribogojilistima za uzgoj salmonida. To se osobito odnosi
na kalifornijsku pastrvu (Oncorhynchus mykiss) u Europi (Crump i sur.,
2001), i to napose kod mladih kalifornijskih pastrva na uzgajalistima tijekom
zime i proljeéa (Secades i sur., 2001). Infekcija mlada kalifornijske pastrve
s F. psychrophilum opseZno zahvaéa monocitno-makrofagni sustav, a istodobno
je lokalizacija bakterija u koznim c¢irevima i retinalnim upalnim tockama
tipiéna za kronicni stadij bolesti (Evensen i Lorenzen, 1996).
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R. salmoninarum uzrokuje bakterijsku bubreznu bolest, koja moze biti
prenesena s jedne na drugu ribu ili vertikalno preko oplodene ikre, te tako
prenesena s jedne na drugu generaciju (Roberts i Shepherd, 1997).

Najvedi se gubitci dogadaju u nerazvijenih salmonida koji nisu imunokom-
petentni (Johnson i sur.,, 1982). Inficirane ribe mogu katkad biti uspjesno
lijeéene s antibioticima, ali ovakvo lijeenje ne omoguéuju visoki troskovi,
kratko vrijeme primjene i potencijalno Skodljiv u¢inak na ljudsko zdravlje i
okoli§ (Crump i sur., 2001).

Svrha naseg rada bila je pratiti bakterijsku floru u li¢éinkama i mlada
pastrve kroz razdoblje od premjestanja iz inkubatora u bazene do dobi od pet
tjedana.

Cilj je rada bio utvrditi kako pojava odredenih bakterija utjece na zdravlje
i prezivljenje li¢inki i mlada. Zadaci su bili pratiti kakvoéu vode, biometriju
licinki i mlada, te njihovu bakterijsku floru.

MATERIJAL I METODE

Zivotinje za pokus

Pracena je pojava bakterijske flore na li¢éinkama i mladu kalifornijske pastrve.
Ikra kalifornijske pastrve u koli¢ini od 300 000 komada dopremljena iz SAD-a
u sijeénju 2003. uloZena je u 6 inkubatora s po 5 leznica, ali je ikra stavljena
u 4 leznice jer najgornja sluzi za talozenje vode. LeZznice su bile dimenzija 61
x47 ecm. U veljadi izleZzene li¢inke kalifornijske pastrve prebacene su iz leZnica
u Cetiri ribnjacka bazena. U cetiri bazena dimenzija 270 cm x 290 cm s
protoénom vodom smjesteno je po 75 000 li¢inki, ukupno 300 000 li¢inki.
Uzorci za bakteriolo§ku pretragu uzimani su dvaput na tjedan (utorak i petak)
do ozujka 2003.

Uzorci

Dva bazena (I. i IV.), od ukupno detiri bazena s li¢inkama kalifornijske
pastrve, odabrana su za uzorkovanje. Po deset li¢inaka iz svakog bazena
nasumicno je odabrano za bakterijsku pretragu Skrga, srca i utrobe. Prije
prebacivanja li¢éinaka iz leznice u bazene uzet je prvi uzorak od deset li¢inki
za bakteriolosku pretragu, a poslije prebacivanja u bazene, nakon sat vremena
uzet je drugi uzorak od deset li¢inaka iz I. bazena. U daljnjem tijeku pokusa
kroz 6 tjedana, svakog tjedna, po dva puta (utorak i petak) uzeto je po deset
licinki iz I. i IV. bazena za pretragu. Lifinke i mlad kalifornijske pastrve za
pretragu odabirane su nasumi¢no po bazenima. Zivi su uzorci odmah pre-
vezeni u laboratorij LIRA—e Instituta »Ruder Boskovié«, pregledani i obradeni
unutar 30 minuta od uzorkovanja.

Biometrijska obrada uzoraka

Biometrijska su mjerenja obavljena neposredno prije bakterioloskoga pregleda
uzoraka. Mjerena je ukupna duzina li¢inki, tj. mlada od vrha glave do vrha
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repne peraje i izrazena u centimetrima. Masa ribe odredivana je vaganjem
liéinki, tj. mlada na digitalnoj vagi Tecator (6110 Balance), mjerne skale od 0
do 110 g i precizno$éu od 0,1 mg, a izrazena u gramima. Iz mase uzoraka (w)
izrazene u gramima i duZine uzoraka (1) izraZene u centimetrima, izra¢unan
je faktor kondicije (CF) prema izrazu:

w
3 X 100.

CF =
1

Fizikalno-kemijska analiza vode

Ovim istrazivanjima, usporedo sa zdravstvenim pregledom i bakterioloskom
pretragom, zZeljela se utvrditi djelotvornost sustavnog praéenja okolisnih uvjeta
u smislu o¢uvanja zdravlja ribe, na mjestu ulaska vode u ribnjak i bazenima
za pokus (bazen I i IV). Na ribnjaku su provedena mjerenja osnovnih
fizikalno-kemijskih parametara vode: temperature, pH i koli¢ine kisika, a u
laboratoriju je obavljena kemijska analiza vode 11. dana pokusa, i to na:
koli¢inu otopljenoga ugljikova dioksida, koli¢inu otopljene organske tvari,
koncentraciju amonijeva iona, koncentraciju amonijaka, m-alkalitet i tvrdoéu
vode. Upotrijebljene su standardne metode za uzorkovanje vode i mjerenje
odabranih parametara (Rand, 1975).

Bakterioloska analiza

Uzorci za bakterioloSku pretragu uzimani su sa Skrga, srca i s podrudja
bubrega. Uzarenom bakterioloskom usSicom spaljena je povrsina organa (koZze),
a zatim je uzet uzorak iz unutrasnjosti organa.

Za primarnu izolaciju rabljena je neselektivna podloga Triptic soy agar
(TSA — BBL). Nakon nagjepljivanja na TSA podloge materijal je stavljen u
termostat na 22°C na inkubaciju, u trajanju 24 do 48 sati.

Izolacija i identifikacija

Nakon primarne inkubacije od 24 do 48 sati, izrasle su bakterijske kolonije
na temelju morfoloskih karakteristika i pigmentacije, selekcionirane, izolirane
i precijepljene na nove TSA podloge za purifikaciju.

Purificirane bakterijske kolonije pregledane su makroskopski (tvorba pig-
menta, njihova difuzija u podlogu, zatim veli¢ina, oblik, presjek, rubovi,
prozirnost i miris bakterijskih kolonija), razmazi su bojeni po Gramu, a zatim
su nacinjeni biokemijski testovi. Prigodom identifikacije primjenjivani su API
20E i API 20 NE testovi.

REZULTATI

Osnovni biometrijski podaci uzorkovanih riba prikazani su u Tablicama 1 i 2.
Prosjecna duzina (1) i prosjetna masa (w) li¢inki kalifornijske pastrve
prvoga dana pokusa prikazani su Tablici 1. Uzorak I ¢ine nasumi¢no odabrane
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licinke iz inkubatora, a uzorak II obuhvaca li¢inke koje su nakon jednoga sata

od prebacivanja iz inkubatora u bazene nasumi¢no uzorkovane iz bazena I.
Kretanje osnovnih biometrijskih vrijednosti liéinki i mlada kalifornijske

pastrve iz bazena I i IV tijekom pet tjedana pokusa prikazani su u Tablici 2.

Tablica 1. Prosjecne vrijednosti osnovnih biometrijskih podataka i faktora
kondicije uzorkovanih li¢inki na podetku pokusa (n = 10).
Table 1. Average values of the basic biometric data and condition factors of

sampling larvae at the start of experiment (n = 10).
Prosjec¢na duzina / Prosjecna masa / | Faktor kondicije /
average length average weight condition factor
1/ ecm) (w/ g) (CF)
Uzorak / | Uzorak / | Uzorak / | Uzorak / | Uzorak / | Uzorak /
sample I sample II| sample I sample II| sample I sample II
1. dan / day 2,45 2,40 0,134 0,132 0,91 0,96

Tablica 2. Prosjecne vrijednosti osnovnih biometrijskih podataka uzorkovanih
licinki i mlada, te faktora kondicije tijekom istraZivanja (n = 10).
Table 2. Average values of the basic biometric data of sampling larvae and fry,

and condition factors during experiment (n

10).

Prosjecéna duzina / Prosjeéna masa / Faktor kondicije /

average length average weight condition factor
1/ cm) w/ g (CF)

Dan / day| Bazen / | Bazen / | Bazen / | Bazen / | Bazen / | Bazen /

pool I pool IV pool I pool IV pool I pool II
4. 2,42 2,36 0,146 0,128 1,03 0,97
8. 2,53 2,53 0,121 0,112 0,75 0,69
11. 2,52 2,58 0,145 0,150 0,91 0,87
15. 2,66 2,57 0,147 0,167 0,78 0,98
18. 2,69 2,75 0,173 0,173 0,89 0,83
22, 2,80 2,65 0,200 0,176 0,91 0,94
25. 2,76 2,78 0,180 0,190 0,36 0,88
29. 2,99 3,08 0,300 0,296 1,12 1,01
32. 3,17 3,16 0,300 0,340 0,94 1,08
35. 3,17 3,24 0,310 0,378 0,97 1,11

Fizikalno-kemijska analiza vode

Rezultati fizikalno—kemijskih karakteristika vode u vrijeme uzorkovanja pre-
zentirani su u Tablicama 3. i 4.
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Tablica 3. Fizikalno—-kemijske karakteristike vode: temperatura (C), pH, O2 (mg/L) i relativna O2 (%).
Table 3. Physicochemical characteristics of water: temperature (C), pH, O2 (mg/L) and relative O2 (%).

Temperatura / temperature pH 02 Rel. 02
©) (mg/L) (%)
Dan /| Ulaz / |Bazen /| Bazen / | Ulaz /| Bazen /| Bazen /| Ulaz / |Bazen / Bazen /| Ulaz / | Bazen |Bazen /
day |entrance| pool I | pool IV |entrance| pool I |pool IV entrance| pool I | pool IV jentrance|/ pool I|pool IV
4. 7,6 7,3 7,8 7,51 7,54 7,54 124 11,0 9,7 103,42 91,06 81,3
8. 7,5 74 7,4 7,56 7,56 7,57 12,6 11,6 11,5 104,8 96,27 95,44
11. 7,3 74 7,5 7,5 7,58 7,59 12,6 12,0 11,8 104,3 99,59 98,17
15. 7,5 7,5 7,5 7,26 7,28 727 12,7 119 12,2 105,66 99,0 1015
18. 7,3 7,6 7,6 7,26 7,29 7,28 129 12,0 124 106,79 | 100,08 | 103,42
22, 8,0 8,5 8,3 7,20 7,23 7,22 12,3 11,6 12,4 103,6 98,89 105,2
25. 8,0 8,0 8,0 7,24 7,31 7,30 12,6 12,0 125 106,15 101,1 105,3
29. 8,5 8,7 8,7 7,26 7,25 7,29 12,6 12,2 125 107,42 1045 107,07
32. 8,7 8,7 8,7 7,25 7,28 7,26 12,4 12,0 12,1 106,22 | 102,79 | 103,65
35. 8,3 8,5 8,5 7,34 7,34 7,38 125 12,2 12,7 106,06 104,0 108,27
Tablica 4. Fizikalno—kemijska analiza vode.
Table 4. Physico-chemical analysis of water.
Uzorak | Temp. vode / pH 02 Rel. 02 C0o2 KMnO4 NH4 NH3 |m-alkalitet /| KT
/ sample |water temp. (C) (mg/L) (%) (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) m-alkalinity dH
Ulaz / 7,3 7,50 12,6 104,30 12,2 8,53 <0,10 <0,001 4,12 11,54
entrance
Bazen / 7.4 7,58 12,0 99,59 11,6 9,10 <0,10 <0,001 4,04 11,31
pool I
Bazen / 7,5 7,59 11,8 97,93 8,8 9,35 <0,10 <0,001 4,09 11,45
pool IV
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Bakterijska flora
Bakterijska flora licinaka prvog dana pokusa

Od ukupno pregledanih 20 uzoraka li¢inki (n=20) uzorkovanih nultog dana
pokusa, iz uzorka 1 uzetog iz inkubatora (n=10) i iz uzorka 2 uzetog iz
bazena I nakon 45 minuta od premjestanja licinki iz inkubatora u bazene,
izolirano je ukupno 17 bakterijskih kolonija.

Od ukupnoga broja izoliranih bakterija (17) u uzorku 1 izolirano je 12
bakterija, od ¢ega sa Skrga 9, sa srca 2 i iz utrobe 1. Istodobno, od ukupnoga
broja bakterija (17) iz uzorka 2 izolirano je 5, od ¢ega sa Skrga 2, sa srca 1 i
s podrudja bubrega 2. Rezultati bakterioloske pretrage prvog dana pokusa
prikazani su u Tablici 5.

Tablica 5. Bakterijska flora licinaka prvog dana pokusa.
Table 5. Bacterial flora of larvae at the first day of experiment.

3 . g <
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g5 8|5 % % % 8|3
S8 83 s £]5]E 8
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S 3§ F F 58 E
RIS & & 2| S| <K
Uzorak / |[Skrge / gill 2 1 2 1 1 1 1 9
sample 1 srce / heart 1 1 2
utroba / viscera 1 1
Uzorak / skrge / gill 2 2
sample 2 srce / heart 1 1
utroba / viscera | 1 2
Ukupno / 1 2 3 4 1 2 1 3 | 17
total
% 100 59 (11,8/17,6(/23,5| 5,9 (11,8 5,9 |17,6

Bakterijska flora licinki i mlada kalifornijske pastrve

Tijekom deset uzorkovanja li¢inki i mlada kalifornijske pastrve iz bazena I i
IV za bakteriolosku pretragu pregledano je ukupno po 100 uzoraka (n=100)
iz svakog od bazena.

Iz bazena I tijekom deset bakteriologkih pretraga ukupno su izolirane 123
bakterije, pri ¢emu veéina, sa Skrga 79 (64,23 %) izolata potjeCe, iz srca 23
(18,70 %) i s podrudja bubrega 21 (17,07 %) izolat. Rezultati izolacije i
identifikacije bakterijske flore li¢inki i mlada kalifornijske pastrve iz bazena I
prezentirani su u Tablici 6.
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Istodobno je bakterioloskom pretragom na uzorcima iz IV. bazena izoli-
rano 116 bakterija, od éega i ovdje veéina od 75 (64,66 %) izolata potjece sa
Skrga, dok je 29 (25,00%) izolata iz srca i 12 (10,34 %) iz podrucja bubrega
liéinki, odnosno mlada. Rezultati bakterioloske pretrage uzoraka iz bazena IV
prezentirani su u Tablici 7.

Tablica 6. Bakterijska flora li¢inki i mlada kalifornijske pastrve iz bazena I
tijekom pokusa.
Table 6. Bacterial flora of rainbow trout larvae and fry in the pool I during
the experiment.

Bazen/pool I
. & .
RIS s 5|8 2|3 = S|
] | S| 2 2R | 03 S| 2|
S| = ST g S . ]| 8 3 S <
Py 5 = = S| e
5 I . S N =) =S @ =N 2 3 = 1<)
IR IR IR I IR IR S5 |E1¢ 8
> 3 3 & “’ 8 3 Y 3 5] S S = S S ~
& S g » £ S = 15} g = & £ = @ = s )
o1 S @ g 3 3 = &> & X S 3 -]
F FAR- AR A A A A A A A A A A
S g s ] 2 s S 5 3 3 % = 5| 85| &
8 S| & &|2|&|2E|&)S|E|L|£) 5888
4. |gkrge/ gill 3 121 7
srce / heart 1 1 2 1 5
bubreg / kidney 2 2
8. |8krge/gill
srce / heart
bubreg / kidney 2 2
11. [gkrge / gill 5011 1 8
srce / heart 2 2
bubreg / kidney 2 2
15. [skrge/ gill 3 5 4 12
srce / heart 1 2 1 4
bubreg / kidney
18. [skrge/ gill 3 2 1 1 7
srce / heart
bubreg / kidney 2 1 1 4
22, |gkrge / gill 2 5 1 1 1 10
srce / heart 1 1 1 2 5
bubreg / kidney 2 1 1 4
25. [skrge / gill 1 3| 2 5 1 12
srce / heart 1 1 2
bubreg / kidney 6 1 7
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29. |skrge / gill 1 5 1 7

srce/ heart 1 1 2

bubreg / kidney
32. [skrge/gill 1 3 2 6

srce/ heart 2 2

bubreg / kidney
35. [skrge / gill 6p 4|10

srce / heart 1 1

bubreg / kidney
= skrge / gill 1 (13 2 |12 2 |22 5 3 3 1 1 16| 2 1 4 |79 6423%
:§ srce / heart 4 1 4 5 1 2 1 3 1 1 | 23 |18,70%
Ebubreg/ kidney 4 1011 2 2 |1 21 |1707%
2

Ukupno / total | 1 21| 3 |26 | 3 | 28 5 4 7 2 1 12 | 3 2 5 [123

% 0,81 |17,07| 2,44 |21,14| 2,44 |22,76| 4,07 | 3,25 | 5,69 | 1,63 | 0,81 |9,76 | 2,44 | 1,63 | 4,07 100

Tablica 7. Bakterijska flora li¢inki i mlada kalifornijske pastrve iz bazena IV
tijekom pokusa.
Table 7. Bacterial flora of rainbow trout larvae and fry in the pool IV during
the experiment.

Bazen /pool IV
& S . < g 2
& | = S < S ) B
IN % S : = 3 S S = = S
S & % ISy Iy = & 3 - =
3 N & S 2 & 3 S 3 13
= g < < bS] @ 2 3 8 5 =
g 5| 2| 5| 2| §) 5 8 s S
N £ s 2 P S B g N S 3 ol

2 S 2 8 3 S ) 8 S s | =S = =

S g S £ = S 3 3 S g S K o

< 3 B S S S = 3 = S R S s g

= S S o~ 3 E = S S = 2 3 s =

g 8 52 s S5 82 2 E 5 E

= & = = g < @ = = & = & %)

4. |Skrge/gill 3 1 4
srce / heart 2 2 4
bubreg / kidney 1 1

8. |skrge/gill 1 1 2
srce / heart 1 1 1 3
bubreg / kidney 1 1 2

11. |3krge/gill 11 1 3
srce / heart
bubreg / kidney 1 1 2
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15. |8krge/gill 2 8 10
srce / heart 1 3
bubreg / kidney 4
18. |gkrge/gill 3 4 3 10
srce / heart 1 3 4
bubreg / kidney 1 1
22. |8krge/gill 2 1 5 8
srce / heart 1 1 2
bubreg / kidney 1 1
25. |skrge/ gill 5 13 | 1] 2 11
srce /heart 3 1 1 5
bubreg/ kidney 4 4
29. |skrge/gill 6 3 9
srce / heart 1 2 3
bubreg / kidney
32. |skrge/ gill 5 3 2 10
srce / heart 1 1
bubreg / kidney 1 1
35. |skrge/gill 3 1 4 8
srce / heart 3 3
bubreg / kidney
= skrge / gill 23 6 8 3 25 1 2 1 2 4 75 |64,66
g srce / heart 6 1 2 1 12 1 1 2 3 29 25,00
§ bubreg / kidney | 5/1 1 3 1 1 12 (10,34
5
Ukupno / total 35 7 11 4 40 2 2 2 1 3 2 7 116
% 30,2 60 | 95 | 35 (345 1,7 | L,7 | 1,709 | 26 | 1,7 6,0 100
RASPRAVA

U dostupnoj literaturi i objavljenim radovima nisu nadeni podaci o strukturi
bakterijske flore u li¢inaka kalifornijske pastrve u inkubatoru i u li¢inaka i
mlada u prvim tjednima Zivota nakon prebacivanja iz inkubatora u bazene.

Tijekom pokusa u objema pokusnim skupinama uzeti su uzorci za
pretragu sa Skrga, srca i s podruéja bubrega. Veéina bakterijskih izolata u ovoj
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studiji potjeCe sa skrga, S$to je posljedica izravnog utjecaja mikroflore vode na
organizme u njoj, Sto je sukladno dosadasnjim spoznajama (Harris, 1993;
Moriarty, 1998).

Nasi su rezultati pokazali razlike u ukupnom broju bakterija izoliranih iz
pojedinih liéinaka unutar uzorka, kao i razlike izmedu dvaju uzoraka (uzorak
1 i 2). Uodljivo je da vedina izolata nultoga dana pokusa potjee iz uzorka
uzetog u inkubatoru u odnosu prema uzorku nakon 45 minuta od prebacivanja
iz inkubatora u bazene. Bakterijsku floru utvrdenu u li¢inaka iz inkubatora
(Tablica 8) veéim dijelom ¢ine gram-pozitivne bakterije (64,7 %), i to vrste:
Renibacterium salmoninarum (23,5 %), Lactobacillus spp. (11,8 %), Staphilo-
coccus spp. (17,6 %) i Corynebacterium aquatile (11,8 %). Ostatak (35,3 %)
bakterijske zajednice su predstavnici su gram-negativnih bakterijskih vrsta:
Acinetobacter spp. (5,9 %), Aeromonas hydrophila (5,9 %), Flavobacterium
psychrophilum (17,6 %) i Yersinia spp. (5,9 %). Rezultati upuéuju na to da je
rijeé¢ o bakterijskoj flori koja se formirala u li¢inaka u inkubatoru od primarne
mikroflore s unutrasnje i vanjske povrsine ikre, $to je sukladno navodima
Versehuera i suradnika (2000). Premjestanje licinki iz inkubatora u bazene
rezultiralo je u reduciranju bakterijske flore (66,7 %) li¢inki kalifornijske

Tablica 8. Struktura bakterijske flore prvog dana pokusa.
Table 8. Structure of bacterial flora at the first day of the experiment.

Gram-negative bacteria Gram-positive bacteria
Ukupno / 6 11 17
total
% 35,3 64,7 100
g
<
S| % E
3 S 3 N
= = S
= S Sy § .
. Iy ) IS} . ~ <%
2 (S _ =3 8 &
Sy = g ) @
@ S IS 3 @ g »
~ = S = g » =
S & £ g 3 2 8
g 8 = 3l 3 7 5 S
g § 3 3 S 8 3 S
~ =S [ -~
3 S 8 S g S S <
s £ 2| El 2 % % %
g S S 8 S § S 3
< < N = S 53 )
Ukupno / 1 1 1 3 2 2 4 3 17
total
% 5,9 5,9 5,9 176 | 11,8 | 11,8 | 23,5 | 17,6 100
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Tablica 9. Struktura bakterijske flore tijekom pokusa.
Table 9. Structure of bacterial flora during the experiment.

Gram-negative bacteria Gram-positive
Ukupno/ total 232 239
% 97,07 100
g,
&
% _ .8 g, : s | &
£ 8 . F 7 5 & < 58
& ~ - & & S 3 ; 2 & o & g 3
% . .8 % S = SY & = w 8 ? 3 3 8
i & N iy g N @ X S S S . S & | B 8
ST 2 3 E % g g s s 8 &5 | T & 8
. ~ S 3 ~ Q ~ < ©» IN %) Q =L
s s 2 % 8§y s Bl g
S 3 < 2 2 S = g 2 5 5 5 8 3 8 &
S o S hS g 3 S S S 3 3 R < 3 S | 8
< | 8 & &/ E =S| =8 2/ & & B/ ®B]la x| H
Skrge / gil | 47 | 5 1 4 1 |13 3 | 2 |20 9 | 41| 1 4 | 2 1 154
% 30,52| 3,25 | 0,65 | 2,60 | 0,65 | 8,44 | 1,95 | 1,30 |12,99| 5,84 |26,62| 0,65 | 2,60 | 1,30 | 0,65 64,43
Srce / heart 17 1 1 1 1 2 3 11 3 3 1 1 1 52
%0 32,69| 1,92 | 1,92 | 1,92 1,92 | 3,85 11,54 21,15| 5,77 | 5,77 1,92]21,76
Bubreg / kidney| 4 1 2 1 11 10 1 33
% 12,12| 3,03 6,06 | 3,03 33,33 30,30 3,03113,81
Ukupno / total | 68 7 2 5 1 14 7 3 37 62 2 | 239
% 28,45| 2,93 | 0,84 | 2,09 | 0,42 | 5,86 | 2,93 | 1,25 15,48 25,94 0,84| 100
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pastrve nakon 45 minuta boravka u bazenu, a osobito bakterijske flore na
skrgama (-77,78 %).

Kako je vidljivo iz Tablice 6, rezultati pokazuju visoku frekvenciju gram—
negativnih bakterija iz rodova: Aeromonas (22,76 %), Nefermentora (21,14 %),
Pseudomonas (17,07 %), Pasteurella (9,76 %), Moraxella (5,69 %) i Flavibac-
terium (4,07 %), dok je jedini predstavnik skupine gram-pozitivnih bakterija
iz roda Bacillus (2,44 %).

Rezultatima prikazanim u Tablici 7. utvrdeno je da glavninu bakterijske
flore liéinki i mlada kalifornijske pastrve u IV. bazenu tvore gram-negativne
bakterije, i to veéinom one iz rodova: Aeromonas (34,48 %), Pseudomonas
(30,17 %), Nefermentora (9,48 %), Flavobacterium (7,75 %), Shewanella (6,03
%), dok su od gram-pozitivnih bakterija utvrdeni rodovi Renibacterium (1,72
%) 1 Staphilococcus (1,72 %). Ovdje se ocitovao utjecaj vode na formiranje
bakterijske flore, jer se smjestajem jedinki u bazene smanjila koncentracija
mikroorganizama u prostoru.

Voda sa svojim limitirajuéim c¢imbenicima (Versehuere i sur., 2000)
utjecala je na formiranje stanista licinki u bazenima, a samim time i na
kreiranje bakterijske flore tih li¢inaka, odnosno mlada kalifornijske pastrve.
Buduéi da je voda svojom kvalitetom i izikalno-kemijskim parametrima
pruzala optimalne uvjete za rast i razvoj li¢inki, nije doslo do razvoja bolesti
i izrazitog bujanja patogenih bakterijskih vrsta za li¢inke, odnosno mlad
kalifornijske pastrve.

Bakterijsku floru skrga li¢inki i mlada kalifornijske pastrve u bazenima,
u objema pokusnim skupinama (Tablica 9), glavninom ¢éine pripadnici rodova:
Pseudomonas (26,62 %), Aeromonas (30,52 %), Nefermentor (12,99 %) i
Flavobacterium (8,44 %). Na temelju navedenog u Tablici 9, vidljivo je da
glavninu mikroflore §krga li¢inki i mlada kalifornijske pastrve u bazenima ¢ine
gram-negativne bakterije, $to je vjerojatno rezultat njihove visoke koncen-
tracije u vodi. Iste bakterijske vrste prevladavaju i medu izolatima koji su
dobiveni iz srca i podrudja bubrega tih li¢inaka. Gram-pozitivna frakcija
bakterijskih vrsta bila je mala u jedinaka obaju bazena (2,93 %), sto je
vjerojatno posljedica njihove male koncentracije u vodi, a izolirani su: Bacillus
spp., R. salmoninarum i Staphilococcus spp.

Dobiveni rezultati glede najznacajnijih ribljih patogena iz rodova: Flavo-
bacterium, Aeromonas i Yersinia u skladu su s rezultatima $to su ih objavili
Schmidt i suradnici (2000), Larsen i Pedersen (1997), Crump i
suradnici (2001) i Secades i suradnici (2001). Kretanje koncentracije R.
salmoninarum, tj. njezina izolacija samo u prva dva tjedna pokusa potvrduju
njezin vertikalni prijenos preko ikre, a to se slaze s prijasnjim izvjeStajima
Robertsa i Shepherda (1997).

Izostanak masovnih uginuéa i abnormalnosti u li¢inki i mlada kalifornijske
pastrve tijekom ovoga pokusa vjerojatna su posljedica optimalne kvalitete koja
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ni u jednom trenutku nije djelovala kao stresor na jedinke, a, s druge strane,
nije pogodovala bujanju bakterijskih patogena.

ZAKLJUCAK

Ova studija bakterijske flore li¢inki i mlada kalifornijske pastrve utvrdila je
znatne razlike u frekvenciji bakterijskih vrsta izoliranih kod li¢inki u inkuba-
toru i poslije u li¢inki, odnosno mladi u bazenima.

Veéina bakterijskih izolata iz li¢inaka u inkubatoru pripadala je gram-poz-
itivnoj bakterijskoj flori, koja je premjestanjem li¢inki u bazene reducirana i
na niskoj se razini odrzala do kraja pokusa. Sa druge strane, gram-negativne
bakterijske vrste koje su u liéinki u inkubatoru bile zastupljene u niskom
postotku, premjestanjem u bazene postale su dominirajuéa bakterijska flora
licinaka, odnosno mlada.

Veéina identificiranih mikroorganizama izolirana je sa $krga. Rije¢ je o
pripadnicima ubikvitarne vodne mikroflore. Dakle, potvrden je utjecaj vode,
kao Zivotne sredine na mikrofloru jedinaka u njoj.

Buduéi da je kvaliteta vode bila optimalna, zdravstveno stanje li¢inki i
mlada kalifornijske pastrve bilo je zadovoljavajuée, pa nije doslo do bujanja
bakterijskih patogena i razvoja bolesti uzrokovane bilo kojim od identificiranih
bakterija.

Rezultati ostvareni ovim pokusom osnovica su za daljnja istrazivanja
bakterijske flore mlada kalifornijske pastrve i njezine osjetljivosti na antimik-
robna sredstva.

NuzZna je kontinuirana kontrola kretanja bakterijske flore u populaciji
licinki, odnosno mlada kalifornijske pastrve radi pravodobne intervencije
odgovarajuéim sredstvima.

Summary

BACTERIAL FLORA OF RAINBOW TROUT LARVAE AND
FRY (ONCORHYNCHUS MYKISS)

D. Kapetanovi¢, E. Teskeredzic¢

There are no information in available literature about the structure of
bacterial flora in rainbow trout larvae and fry in the first days of their lives.
The objective of our work has been to follow bacteroflora between the third

Damir Kapetanovié¢, dr. vet. med., dr. sc. Emin Teskeredzi¢, senior scientist, Ruder
Boskovi¢ Institute, Center for marine and environmental research, Laboratory for
aquaculture, Bijeni¢ka 54, 10000 Zagreb, Croatia, e-mail: etesker@rudjer.irb.hr
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and the eighth week of their lives. During 35 days of experiment bacteroflora
of rainbow trout has been examined, along with following physico—chemical
characteristics of water quality as well as it’s influence on health.

Samples for bacteriological examination were taken from gill, heart and
kidney areas and innoculated on the plates. Bacterial colonies were examined
macroscopically, slides with Gram staining, and afterwords biochemical tests
were performed. For identification, APILAB Plus programme (bio Mérieux,
France) was used. Bacterial population of rainbow trout larvae and fry
changed in dependence with their age. Physico-chemical characteristics of
water ranged within optimal values. Most of bacterial colonies originated from
gill isolates (64,4 %), than from heart (21,8 %) and kidney areas (13,8 %). The
bacterial flora of larvae in incubator was composed mostly of Gram-—positive
bacteria (75,1 %), genera: Renibacterium (25 %), Lactobacillus (16,7 %),
Staphilococcus (16,7 %) and Corynebacterium (16,7 %). The transfer of larvae
from incubator into the pools resulted in reducing bacterial flora (-66,7 %)
after 45 minute stay in the pool. Gram-negative bacteria, which have been
represented in larvae in incubator with low percent (24, 9 %), after the
transfer of larvae to the pools became dominant and represented more than
95 % of rainbow trout larvae and fry bacterial flora. Flavobacterium, Acineto-
bacter and Yersinia were the predominant Gram-negative genera in larvae in
incubator, whereas Aeromonas, Pseudomonas, Flavobacterium and Pasteurella
were the main isolates from rainbow trout larvae and fry until the end of
experiment.

Bacterial flora of larvae in incubator mostly consists of Gram-—positive
bacteria, whereas in rainbow trout larvae and fry in pools Gram-negative
bacterial flora prevail.

Key words: larva — fry, rainbow trout, bacterial flora, internal organs.
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