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SAZETAK

Razvoj akvakulture, pa tako i tova tuna, u posljednjim je desetlje¢ima, povecao zanimanje
javnosti za moguce utjecaje na okoli$. IstraZivanja utjecaja uzgoja gospodarski vaznih ribljih vrsta
su brojna, ali ne i u pogledu procjena mikrobioloskih utjecaja, a napose ne u kontekstu tova tuna.

Cilj ovog istrazivanja bio je procijeniti utjecaj tova tuna (Thunnus thynnus) na okoli§ na temelju
pracenja mikrobioloSkih pokazatelja kakvo¢e morske vode na toviliStu tuna u srednjem Jadranu, te
ostvarene rezultate usporediti s rezultatima istrazivanja na tovilistu tuna u Mediteranu.

Kakvo¢a morske vode analizirana je na dva lokaliteta, pri emu je jedan lokalitet bio na
tovilidtu tuna, a drugi na udaljenosti oko 500m od tovilista i posluZio je kao tzv. kontrolna to¢ka.
Uzorkovanije je provedeno u dvije sezone (prolje¢el/jesen), u 2007. i 2008. godini. Tijekom ovog
istrazivanja, analizirani su osnovni fizikalno-kemijski (temperatura, salinitet, prozirnost) i
mikrobioloski parametri (ukupan broj bakterija, Vibrio, ukupni koliformi, Escherichia coli, fekalni
koliformi, enterokoki) kakvoca morske vode. Za mikrobioloSku analizu uzorci morske vode serijski
su razrijedeni s PBS otopinom (Merck). Za odredivanje ukupnog broja heterotrofnih bakterija,
uporabljene su metodom Sirenja razmaza dvije podloge, Marine agar (BBL) i Trypticase soy agar
(BBL) s dodatkom 1% NaCl-a (Kemika), te supstrat metoda s uporabom SimPlate testa (IDEXX),
sve u duplikatu. Za odredivanje broja ukupnih koliforma i E. coli, odnosno enterokoka uporabljeni
su supstrat testovi Colilert (IDEXX), odnosno Enterolert (IDEXX) u duplikatu.

Utvrdene vrijednosti broja heterotrofnih bakterija, koje ukazuju na utjecaje tovilista u vidu
eutrofikacije mora, ukupno su manje od vrijednosti utvrdenih u istrazivanjima poduzetim na
tovilistima tuna u Mediteranu. Broj E. coli i enterokoka nije znacajno razli¢it izmedu tovilista i
kontrolne toCke, ali su te vrijednosti ve¢e u odnosu na dosadadnja istraZivanja na sli¢nim
tovilistima u Mediteranu.

Povecéani broj enterokoka u uzorcima mora, i oko toviliSta, najvjerojatnija je indirektna
posljedica nepravilne tehnologije hranidbe, koja privlaci kolonije galebova. Ovi rezultati ukazuju da
promjene kakvoce morske vode, a u svezi s tovom tuna, ovise o Sirem ekoloSkom kontekstu.
Stoga, smijestaj i procjenu utjecaja tova na okoli§ valja razmatrati u sklopu Sireg ekoloskog
konteksta podrudja.

Kljuéne rije¢i: Thunnus thynnus, heterotrofne bakterije, Vibrio, ukupni koliformi, fekalni
koliformi, enterokoki, galebovi
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Ubrzani razvoj uzgoja ribe donosi rizike od po-
tencijalnih Stetnih utjecaja na okoli$, Sirokog raspona
od estetskih do izravhoga zagadenja (Read i Fe-
randes, 2003; Mautzavrakos i sur., 2007). lzmedu
potencijalnih negativnih utjecaja na okoli§ preko-
mijerno unoSenje hranjivih tvari je najozbiljnija ugroza
(Kapetanovi¢ i sur., 2006 b). Glavni unos hranjivih
tvari u vecini uzgojnih sustava riba predstavlja riblja
hrana, koja se djelomi¢no pretvara u riblju biomasu,
a djelomi¢no otpusta u vodu kao suspendirana
organska tvar ili otopljena tvar koja potjecCe iz izmeta,
ekskreta i prekomjerne hranidbe. Ostala zagadivala
su ostatci lijekova, koji se koriste za lijeCenje i pre-
venciju bolesti riba (Ervik i sur., 1997; Tovar i sur.,
2000). Utjecaji uzgoja riba na okoli§ istrazivali su
mnogi autori (Maldonado i sur., 2005; Vita i Marin,
2007; Kapetanovi¢, 2009). Utjecaji se mogu biti
umanijiti ili ukloniti prilagodbom odgovarajuce zastite
okoliSa, uklju€ujuci propise, kontrolu i monitoring
(Read i Ferandes, 2003). Pracenje mikrobioloske
situacije u podrucjima koja su pod utjecajem uzgoja
riba znacajno je s aspekta procjene pojave bolesti u
uzgajanih vrsta, te prevencije od potencijalne opa-
snosti po zdravlje ljudi, zbog prisutnosti patogenih
mikroorganizama u okolnoj vodi (Crawford, 2003,
Kapetanovi¢ i sur., 2005). Do sada su dobro
istraZeni utjecaji uzgoja riba na morski sediment, dok
je stanje u samoj vodi manje poznato (La Rosa i
sur., 2001; CIESM, 2007).

Unato€ brojnim studijama iz podrudja utjecaja
tova tuna na okoli§ (Maldonado i sur., 2005; Mati-
jevi¢ i sur., 2008; Vidovi¢ i sur., 2009), jako je malo
dostupnih informacija o utjecajima tova s obzirom na
mikrobioloSka svojstva morske vode (Vita i Marin,
2007; Vezzulli i sur., 2008). Istrazivanjem broja he-
terotrofnih bakterija na toviliStu tuna u Mediteranu,
utvrdeno je kako nema znacajnijih razlika izmedu lo-
kaliteta s kavezima tuna i kontrolnih to¢aka. Tako su
na istraZivanim lokalitetima utvrdene srednje vri-
jednosti broja bakterija od 2,5+1,3x10° CFU/mL na
tovilitu, a na kontrolnoj tocki 3,0+2,1x10° CFU/mL.
Najveéi broj bakterija je utvrden u kolovozu
(3,9+1,8x10° CFU/mL), a najmanji u svibnju
(1,710,5x106 CFU/mL) (Vezzulli i sur., 2008). Na
toviliStu tuna utvrden je mali broj indikatora fekalnog
oneciscenja (Vezzulli i sur., 2008). Najveci broj indi-
katora fekalnog oneciS¢enja je utvrden u kolovozu,

bez znacajne razlike izmedu tovilista i kontrolne
tocke. Broj ukupnih koliforma na tovilistu u kolovozu
je iznosio 4,5+6,0 CFU/100mL, a u svibnju 0,510,6
CFU/100mL, dok je njihov broj na kontrolnim tocka-
ma u kolovozu iznosio 1,9+1,4 CFU/100mL i u svib-
nju 1,6x£1,7 CFU/100mL. Broj fekalnih koliforma na
tovilistu u kolovozu iznosio je 1,5+1,1 CFU/100mL,
na kontrolnoj tocki 2,2+2,0 CFU/100mL, dok u
svibnju fekalni koliformi nisu bili prisutni u uzorcima
niti na tovilistu, niti na kontrolnoj tocki. Utvrdeni broj
E. coli na tovilistu u kolovozu je bio 1,241,2
CFU/M00mL, a na kontrolnoj tocki 1,0+1,7
CFU/M100mL, dok u svibnju E. coli nije bila prisutna
niti na jednom lokalitetu. Broj enterokoka u kolovozu
na tovilistu je iznosio 0,4+0,7 CFU/100mL, a na
kontrolnoj toCki, kao i na oba lokaliteta u svibnju
eneterokoki nisu bili prisutni (Vezzulli i sur., 2008).
Prema dosada3njim istraZivanjima na tovilitima tuna
(Vezzulli i sur., 2008), najveci broj Vibrio sp. je
utvrden u listopadu. U tom razdoblju broj vibrija je bio
najve¢i na lokalitetima s kavezima (193127
CFU/100mL), a najmanje vrijednosti su bile na
kontrolnim to¢kama (62+5 CFU/100mL). Mikrobiolo$-
ka analiza utvrdila je odsutnost indikatora fekalnog
oneciS¢enja u uzorcima vode. Medutim, relativno
veliki broj potencijalno patogenih bakterija (Vibrio sp.
i Aeromonas sp.) utvrden je na lokalitetima s kave-
zima, upucujuéi na usku vezu izmedu koncentracija
ovih bakterija i tova tuna (Vezzulli i sur., 2008).

Hrvatska je jedna od vodecih zemalja u tovu
tuna u Mediteranu (Kapetanovi¢ i sur., 2006 a; Vita i
Marin, 2007; Vezzulli i sur., 2008). Ta cCinjenica je
potaknula ovo istrazivanje, s ciliem odredivanja utje-
caja tova tuna u Jadranskom moru na mikrobiolo$ka
svojstva morske vode (ukupni koliformi, fekalni
koliformi, E. coli, enterokoki i Vibrio sp.).

MATERIJALI | METODE

IstraZivanje je provedeno na tovilitu tuna u sred-
njem Jadranu, tijekom dva godidnja doba (proljece i
jesen) u dvije godine. Godi$nja proizvodnja tovilita
je oko 300 T/god. Tune su hranjene s odmrznutom
ribom iz Sjevernog mora (haringa, Clupea harengus i
in¢un, Engraulis encrasicholus), kao i sviezom do-
macom ribom (srdela, Sardina pilchardus; papalina,
Sprattus sprattus; incun, Engraulis encrasicholus).
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Kakvoca morske vode analizirana je na dva
lokaliteta, pri ¢emu je jedan lokalitet bio na tovilistu
tuna, a drugi na udaljenosti oko 500m od tovilista i
posluzio je kao tzv. kontrolna to¢ka. Uzorci morske
vode uzeti su s tri dubine: 0,5m ispod povrSine, 3m
ispod povrsine i 0,5m od dna, s uporabom Niski-
novog 5L crpca u sterilne, plasticne boce (0,5L).
Uzorci su u terenskim hladnjacima transportirani do
laboratorija na analizu.

Sve mikrobioloSke analize vode provedene su u
duplikatu. Uzorci morske vode su prije analize serij-
ski razrijedeni uporabom sterilne otopine Phosphate
Buffered Saline (PBS) (Merck) i inokulirani metodom
Sirenja razmaza na Marine agaru (Difco-BD) (Zac-
cone i sur., 2002) i Tryptic soy agaru (DB-BBL) s
dodatkom NaCl-a (MTSA) (Magarifios i sur., 2001).
Nakon inkubacije na 22°C tijekom tri do pet dana,
izrasle kolonije su prebrojane i rezultati izrazeni kao
CFU/mL. Radi prebrojavanja $to veceg broja bakte-
rija, koje nisu uzgojive na umjetnim podlogama, za
odredivanje broja heterotrofnih bakterija koristena je i
supstrat metoda SimPlate® (IDEXX), a rezultati su
izrazeni kao najvjerojatniji broj (NVB/mL).

Ukupni koliformi i E. coli odredeni su uporabom
Colilert supstrat testa (IDEXX). Enterokoki su odre-
deni uporabom Enterolert-E supstrat testa (IDEXX).
Dokazano je kako rezultati ovih metoda koreliraju s
rezultatima tradicionalne metode membranske filtra-
cije (Palmer i sur., 1993; Abbot i sur., 1998). Broj
ukupnih koliforma, E. coli i enterokoka su utvrdeni
uporabom Quantitray2000 (IDEXX), koji se sastoji od
97 bazenci¢a i izrazava kao najvjerojatniji broj
(NVB/100mL). Na temelju broja E. coli opreznim
izraCunom je odreden i broj fekalnih koliforma
(Surfrider Fundation, 2003) s formulom: (E. coli
NVB) x (1.25) = Fekalni koliformi NVB.

Vibrio je odredivan uporabom metode Sirenja
razmaza na Thiosulphate Citrate Bile Salt Sucrose
(Difco-BD) — TCBS podloga (Moriartry, 1998) i
rezultat je izrazen kao CFU/mL. Za identifikaciju
izoliranih bakterija upotrijebliena je metoda PCR,
kojom su umnoZeni dijelovi gena 16S rDNA i podje-
dinice B DNA giraze (gyrB). Ukupna DNA bakterija je
izdvojena kompletom DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen) prema protokolu proizvodaca. U reakciji
PCR koristeno je 5 yL DNA u smijesi koja je sa-
drzala: 1x PCR pufer, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP,

40 pmol pocetnica, 1 U Platihum Taq DNA
polimeraze (Invitrogen) i steriinu vodu — DNase,
RNase none detected (Sigma) u ukupnom volumenu
50 pl. Upotrijebljene su univerzalne pocetnice:
ULF500 5-GCCTAACACATGCAAGTCGA - 3 i
ULR500 5-CGTATTACCGCGGCTGCTGG-3' za
umnazanje dijela gena 16S rDNA, te GYR1 5'-
CAYGCNGGNGGNAARTTYGA-3 i GYRIR 5-
CCRTCNACRTCNGCRTCNGT-3 za umnaZanje
dijela gena gyrB (Avaniss-Aghajani i sur., 1996;
lzumi i sur., 2007). Produkti reakciie PCR su
procisceni i klonirani kompletom TOPO-TA cloning
Kit (Invitrogen), nakon Cega su odredeni sljedovi
nukleotida na uredaju ABI PRISM® 3100-Avant
Genetic Analyzer (DNA Servis, Institut Ruder
BoSkovi¢, Hrvatska). Dobiveni sljedovi nukleotida su
usporedeni s postoje¢im u banci podataka GenBank
upotrebom programa Blast (Altschul i sur., 1997).

Statisticka obrada rezultata provedena je upo-
rabom statistiCkih programa SigmaStat 1.0 i Statis-
tica for Windows version 8.0.

REZULTATI

Vrijednosti fizikalno-kemijskih parametara anali-
ziranih uzoraka tijekom ovog istrazivanja zadovo-
ljavaju potrebe u uzgoju, uz ocitovanje sezonskih
razlika na istraZivanim lokalitetima.

Analiza uzoraka morske vode s dva lokaliteta, na
tovilistu tuna i na udaljenosti oko 500m od tovilista,
pokazala je najveci broj heterotrofnih bakterija utvr-
den supstrat metodom. Srednje vrijednosti i stan-
dardne devijacije utvrdenih mikrobioloSkih pokaza-
telja prikazane su na tablici 1.

Najvece srednje vrijednosti broja heterotrofnih
bakterija utvrdene su uporabom SimPlate testa u
povrSinskom sloju na toviliStu (41225+1358,74
NVB/mL) i na kontrolnoj tocki (38602,5+22268,76
NVB/mL). Najveci broj bakterija (68050+8131,728
NVB/mL) utvrden je u lipnju 2008. uporabom
SimPlate testa u pridnenom sloju na tovilistu, kao i u
listopadu 2008. istim testom u pridnenom sloju na
kontrolnoj tocki. Najmaniji broj heterotrofnih bakterija
utvrden je uporabom MTSA podloge u povrSinskom
sloju kontrolne toc¢ke (1450+£353,5534 NVB/mL).
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Najveci broj Vibrio sp. utvrden je u lipnju 2007.
na tovilistu u povrSinskom sloju (700+141,42
CFU/mL), a najmanji broj, odnosno odsutnost Vibrio
sp. na kontrolnoj toc¢ki i dubini od 3m. Odredivanje
nukleotidnih sljedova gena 16S rDNA duZine 500 pb
potvrdilo je da su izolirane bakterije pripadnice roda
Vibrio, ali zbog evolucijske oCuvanosti ove regije u
jedinkama unutar istog roda nije bilo moguce odrediti
0 kojoj se vrsti radi. Analizom nukleotidnih sljedova
gena gyrB (600 pb) izolirane bakterije su iden-
tificirane kao sojevi vrste V. alginolyticus. Postotak
sli¢nosti izmedu hrvatskih i izolata V. alginolyticus iz
banke podataka GenBank na temelju sljedova
nukleotida gena gyrB iznosio je od 92,8 do 100%.

Najveci broj ukupnih koliforma utvrden je u lipnju
2008. na tovilistu na 3m dubine (17153,65+9958,963
NVB/100mL) i povrSinskom sloju kontrolne tocCke
(22029,8+3063,752 NVB/100mL). Najmanji broj
ukupnih koliforma utvrden na tovilistu bio je u
pridnenom sloju u studenom 2007. (15,05+7,2832
NVB/100mL), odnosno na kontrolnoj toc¢ki i dubini
od 3m u listopadu 2008. (352,55+35,14321
NVB/100mL).

Vrijednosti broja E. coli u studenom 2007. na sve
tri dubine uzorkovanja na toviliStu bile su jednake
(<10,0£0 NVB/100mL), a u isto vrijeme je na
kontrolnoj tocki u povrdinskom sloju utvrden najveci
broj (1410,8+439,5376 NVB/100mL). Najveci broj E.
coli na tovilistu u proljetnom razdoblju (lipanj 2007.)
bio je 531+465,2763 NVB/100mL.

Broj fekalnih koliforma u ovom istraZivanju odre-
den je na temelju utvrdenog broja E. coli (Surfrider
Fundation, 2003), te najve¢i i najmanji broj fekalnih
koliforma prati prije navedene vrijednosti E. coli.

U tijeku prva tri uzorkovanja, analiza broja ente-
rokoka u uzorcima morske vode provedena je s
poCetnim razriedenjem 1:10 za otvorene vode
(Surfrider Fundation, 2003). Medutim, u zelji da se
utvrde 8to toCnije vrijednosti broja enterokoka, tije-
kom uzorkovanja u listopadu 2008. uzorci morske
vode analizirani su bez i s razriedenjem, te su
utvrdene konkretne vrijednosti enterokoka. Najveci
broj enterokoka na kontrolnoj toCki bio je na 3m
dubine (1214,75+1703,92 NVB/100mL), odnosno na
toviliStu u  povrSinskom sloju  (214,3+213,69
NVB/100mL). Vrijednosti broja enterokoka utvrdene
u sva Cetiri uzorkovanja, a osobito u listopadu 2008.
bile su vece od vrijednosti utvrdenih u slicCnom
istrazivanju (Vezzulli i sur., 2008). Kako bi se utvrdilo
porijeklo oneciS¢enja, koje se ocitovalo poveéanjem
parametara fekalnog oneciS¢enja, odreden je omjer
broja fekalnih koliforma i enterokoka. Omijer broja
fekalnih koliforma i enterokoka tijekom uzorkovanja u
listopadu 2008. prikazan je na tablici 2. |z utvrde-
noga omijera fekalnih koliforma i enterokoka, koji je
maksimalno 1,8, za pretpostaviti je da se radi o fe-
kalnom oneciS¢enju animalnog porijekla od gale-
bova, $to je povezano s nepravilnom hranidbom.
Svaki odnos koji je veci od Cetiri upuéuje na ljudsko
onecis¢enje, dok odnos manji od dva upucuje na
Zivotinjsko onecisc¢enje (Ashbolt i sur., 2001).

Tablica 2. Odnos broja fekalnih koliforma (NVB/100mL) i broja enterokoka (NVB/100mL) utvrdenih u listopadu

2008. godine

Table 2.
determined in October 2008

Relation between number of faecal coliforms /NVB/100ml) and number of enterococci (NVB/100ml)

Fekalni koliformi Enterokoki Omjer
E. coli Faecal coliforms Enterococci Ratio
(FK) (E) FK.:E
Kontrola povrsina - Control area 14,65+ 7,85 18,31+9,81 9,9+0 1,8
Kontrola 3 m - Control at 3m 30,75+14,92 38,44+18,65 1214,75+1703,92 0,03
Kontrola dno - Control at sea bottom 15,05+7,14 18,81+8,93 654,8+912,03 0,03
Tovilidte povrSina - Feeding area 9,940 12,440 214,3+213,69 0,06
Toviliste 3 m - Feeding area at 3m 9,10 11,380 57,45+67,24 0,2
Toviliste dno - Feeding area at sea bottom 14,6+7,78 18,25+9,73 61,1+£72,27 0,3
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Statistickom analizom, Kruskal-Wallis testom s
post-hoc Dunnovim testom, usporedena su bakte-
rioloSka svojstva morske vode izmedu tovilista i
kontrolne tocke, kao i po razli€itim dubinama stupca
morske vode (povrSina, 3m, dno), pri ¢emu su
zanemarena razdoblja uzorkovanja. Utvrdeno je
kako statisticki znaCajna razlika izmedu toviliSta i
kontrolne toCke postoji u broju ukupnih koliforma i
E. coli (p<0,05), pri ¢emu su vrijednosti vece na
kontrolnoj tocki.

Statisticki znaCajna razlika izmedu tri dubine
stupca morske vode, na toviliStu i kontrolnoj to¢ki na
temelju medijana vrijednosti broja heterotrofnih bak-
terija pri temperaturi inkubacije od 22 °C (primjenom
Marine i MTSA agara, te SimPlate testa), Vibrio sp.,
ukupnih koliforma, Escherichia coli i enterokoka,
utvrdena je samo u pogledu razlika broja E. coli u
povrsinskom sloju kontrolne to¢ke (p<0,05).

Kako bi se sagledale sezonske razlike izmedu
bakteriolodkih svojstava morske vode na tovilistu
tuna, uporabljen je Mann-Whitney test za statisticku
analizu svih ispitivanih mikrobioloSkih parametara
morske vode u Cetiri uzorkovanja tijekom dvije godi-
ne istrazivanja (p<0,05). U 2007. godini razlika iz-
medu dvije sezone je u broju heterotrofnih bakterija
utvrdenih na Marine i MTSA agaru, te sa SimPlate
testom na kontrolnoj tocki (studeni, 2007.), kao i u
broju heterotrofnih bakterija utvrdenom na Marine i
MTSA agaru u tovilistu (lipanj, 2007.). Statisticki
znacajna razlika je i u broju ukupnih koliforma na
kontrolnoj tocki (lipanj, 2007.), a na tovilistu u broju
Vibrio sp. (lipanj, 2007.) i E. coli (studeni, 2007.).

Razlika izmedu sezona u 2008. godini je u broju
heterotrofnih bakterija na Marine agaru i SimPlate
testu na kontrolnoj tocki (listopad, 2008.), kao i u
broju ukupnih koliforma (lipanj, 2008.) i enterokoka
(listopad, 2008.) na tovilistu.

U obje godine uzorkovanja (2007. i 2008.) stati-
stiCki znacajna razlika je izmedu sezona uzorkovanja
u broju heterotrofnih bakterija utvrdenom uporabom
Marine agara i SimPlate testa na kontrolnoj tocki, pri
¢emu je veci broj utvrden u jesen u odnosu na
proljece.

RASPRAVA

Bakterioloska svojstva morske vode na tovilistu
tuna u Jadranu, istrazivana su odredivanjem broja

heterotrofnih bakterija i Vibrio spp., kao i bakterija
indikatora fekalnog zagadenja: ukupni koliformi,
E. coli i enterokoki. Rije€ je o bakterioloSkim indika-
torima koji se koriste za procjenu bakterioloskih
svojstava morske vode na uzgajalistima riba
(Ampofo i Clerk, 2003; Vezzulli i sur., 2008).

U odnosu na dosada$nje rezultate istraZivanja
kod tuna (Vezzulli i sur., 2008), broj heterotrofnih
bakterija je u ovome istrazivanju bio znatno maniji.
Tako je najveca srednja vrijednost broja hetero-
trofnih bakterija na tovilistu utvrdena uporabom
SimPlate testa u povrSinskom sloju i iznosila je
4,1+1,1 x10* CFU/mL, dok je na kontrolnoj tocki,
takoder u povrSinskom sloju, iznosila 3,9+0,6 x10*
CFU/mL. Navedene vrijednosti ovog istraZivanja su
viSestruko manje u odnosu na vrijednosti koje su
zabiljeZzene u istraZivanjima u Mediteranu na toviliStu
(2,5+1,3x10° CFU/mL), odnosno na kontrolnoj to&ki
(3,0+£2,1x10° CFU/mL). U na$em istraZivanju najveca
vrijednost broja heterotrofnih bakterija (4,6+0,09 x10*
CFU/mL), kao i najmanja (1,2+0,82 x10° CFU/mL)
utvrdena je u studenom, dok su na Mediteranu
najvece vrijednosti utvrdene u kolovozu, a najmanje
u svibnju (Vezzulli i sur., 2008).

Za razliku od broja heterotrofnih bakterija, vrijed-
nosti ostalih mjerenih bakterioloskih parametara su
vece od onih koje su utvrdene na tovilistu u Medi-
teranu. Povecanje broja Vibrio spp. u vodi na to-
vilistu, dovodi se u vezu s tovom tuna (Vezzulli i sur.,
2008), kao posljedica obogacivanja organskom tvari
(Arulampalam i sur., 1998). Medutim, u dosada$njim
studijama nije utvrdena prisutnost povecanog broja
bakterijskih parametara koji upucuju na fekalno
zagadenje, odnosno veci broj tih indikatora nije se
dovodio u vezu s tovom tuna (Vezzulli i sur., 2008).
Razlog povec¢anom broju ukupnih koliforma i E. coli
na toviliStu tuna u Jadranu nije moguce sa sigur-
no$¢u dokazati na temelju do sada provedenog istra-
Zivanja, ali se iz utvrdenog omjera fekalnih koliforma
i enterokoka pretpostavlja da je rije€ o onecis¢enju
animalnog porijekla (galebovi). Poznati su utjecaji
populacija galebova na fekalno oneciscenje vode
(Nelson i sur., 2008).

ZAKLJUCCI

Vrijednosti fizikalno-kemijskih parametara anali-
ziranih uzoraka tijekom ovog istraZivanja zadovo-
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ljavaju potrebe u tovu tune, uz oCitovanje sezonskih
razlika u svim parametrima fizikalno-kemijske kakvo-
¢e vode na istraZivanim lokalitetima.

Istrazivanja mikrobioloSkih svojstava morske vo-
de pokazala su da je statisticki znacajno veci broj
heterotrofnih bakterija utvrden uporabom SimPlate
testa u odnosu na broj heterotrofnih bakterija utvrden
uporabom Marine i MTSA agara.

Usporedbom rezultata istrazivanja specificnih
bakterijskih indikatora u moru na toviliStu tuna s
literaturno dostupnim podacima, uoCene su vece vri-
jednosti fekalnih indikatora. Takvo povecanje vrijed-
nosti fekalnih indikatora najvjerojatnije je u svezi s
tehnologijom hranidbe na tovilistu. Nekontrolirana
hranidba tuna sa svjezom i odmrznutom ribom pri-
vlaci kolonije galebova, koji utjeCu na mikrobioloSku
kakvo¢u morske vode na i oko tovilista.
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SUMMARY

Aquaculture including tuna fattening, increased public interests in the
possible impact on the environment in recent decades. Influences of
cultivation of economically important fish species are numerous, but not in
regard to assessment of microbial influences, particularly in the context of

tuna.

The aim of this study was to assess the effects of tuna fattening
(Thunnus thynnus) in the sense of the environmental monitoring of
microbial indicators of seawater quality at tuna farm in the central Adriatic,
and to compare the achieved results with the results of research on a tuna
farm in the Mediterranean.

The quality of sea water was analyzed at two sites; one site was at the
tuna farm, and the other at a distance of about 500m from the farm, the
control point. Sampling was conducted in two seasons (spring / autumn), in

2007 and 2008. During

this study, the basic physico-chemical

(temperature, salinity, transparency) and microbiological parameters of
seawater quality (total

Escherichia coli,

faecal

number of bacteria,
coliforms,

Vibrio, total coliforms,
enterococci) were analyzed. For

microbiological analysis of seawater; samples were serially diluted with
PBS solution (Merck). To determine the total number of heterotrophic
bacteria, spread plate method was used on Marine agar (BBL) and
Trypticase soy agar (BBL) supplemented with 1% NaCl-a (Kemika), as well
as substrate method using SimPlate test (IDEXX), all in duplicate. To
determinate total coliforms and E. coli, and enterococci substrate tests
Colilert (IDEXX) and Enterolert (IDEXX) were used in duplicate.
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Number of heterotrophic bacteria, which indicate the effects of the farm
on the eutrophication, was less than the number determined in similar
study in the Mediterranean. Number of E. coli and enterococci were not
significantly different between farm and control point, but these values are
higher than those from research in the Mediterranean.

Increased numbers of enterococci, on the farm and control point, were
indirect consequence of improper nutrition technology, which attracted a
colony of seagulls. These results suggest that changes in seawater quality
in relation to tuna fattening, depend on the broader ecological context.
Therefore, location and environmental impact of tuna fattening on the
environment must be considered within the broader context of ecological
areas.

Keywords: Thunnus thynnus, heterotrophic bacteria, Vibrio, total coli-
forms, faecal coliforms, enterococci, seagulls
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