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1. Uvod

Akvakultura je jedna od najbrze rastucih grana gospodarstva u svijetu, te doprinosi s 30 %
u ukupnoj potrosnji ribe (Hazari 1 sur., 2017), koja je u pojedinim dijelovima svijeta glavni
izvor proteina (Cario i sur., 2017). Kako je ribolov uzrokovao pad riblje populacije za 80-90
% (Baum 1 sur., 2003; Mayers i sur., 2003) akvakulturi se pridaje sve veéi znacaj zbog
potencijala o¢uvanja i obnove ekosustava (Lozano i sur., 2010). Ona predstavlja potencijalno
odrziv, jeftin te ekoloski prihvatljiv izvor proteina za sve vecu ljudsku populaciju (Culha i
Karaduman, 2020).

Brzi rast ljudske populacije jedan je od glavnih uzroka globalnih promjena s kojim smo
suoceni, Sto dovodi do promjena u prirodnom okolisSu (Gingrande i sur., 2021). Sve veéa
potraznja za morskim plodovima na globalnoj razini uzrokuje da se akvakultura Siri u dublje
oceanske vode (Cario i sur., 2017). Posljedi¢no dolazi do prekomjerne eksploatacije resursa te
do degradacije okolisa (Gingrande i sur., 2021). Usporedno s brzim rastom proizvodnje Sirom
svijeta, uzgoj ribe prate razlicite bolesti koje uzrokuju ozbiljne ekonomske gubitke (Kolda i
sur., 2020).

U Kini, koja je ujedno i prva drzava na svijetu po proizvodnji vodenih organizama, odvija
se 70 % svjetske akvakulturne proizvodnje (Li i sur., 2017). Posebna grana akvakulture je
marikultura, koja se bavi uzgojem morskih organizama. Njenim naglim razvojem u proSlom
stoljecu, svjetska je proizvodnja u 2020. godini dosegla 30 756 000 tona, (FAO, 2020). U
Sredozemnom moru tijekom posljednjeg desetljeca doslo je do znacajnog povecanja uzgoja
riba (Ennouri i sur., 2021). Dvije najznacajnije vrste ribe uzgajane na podru¢ju Mediterana su
lubin, Dicentrarchus labrax (Linnaeus,1758) i orada, Sparus aurata (Linnaeus,1758) (Ennouri
i sur., 2021). To su takoder, dvije najznacajnije vrste koje se uz atlantsku plavoperajnu tunu
(Tunnus thynnus, Linnaeus, 1758) uzgajaju u Hrvatskoj (MPS, 2022). Ukupna marikulturna
proizvodnja u Hrvatskoj iznosila je u 2020. godini 18 986 tona, od ¢ega na lubina otpada 6 754
tona, a na oradu 7 780 tona (Tablica 1).



Tablica 1. Proizvodnja u marikulturi za Hrvatsku izrazena u tonama za razdoblje 2015.-2020.
(Izvor: https://ribarstvo.mps.hr/default.aspx?id=14)
Vrsta 2015. 2016. 2017. 2018. 2019. 2020.

BELNIE! 746 699 920 882 947 496,8
Kamenica 52 64 62 54 61 14,4
Tuna 2,603 2934 2126 3227 2747 3323
Lubin 4,488 5310 5616 6220 6089 6754
Orada 4075 4101 4830 5591 6774 7780
Ostale vrste * 78 127 253 808 725 618
Total (t) 12043 13235 13843 16782 17343

Ostale vrste” hama, romb, gof, jakovljeva kapica

Tradicionalna akvakultura uglavnom podrazumijeva uzgoj u ribnjacima, ogradenim
lagunama i primitivnim kaveznim sustavima. U morskoj sredini tradicionalan tip uzgoja
obavlja se u obalnom moru, dok se danas morski uzgojni sustavi premjestaju na otvoreno more
(Wei i usr., 2020). Kavezi su nacinjeni od prirodnog materijala, a hranjenje je rucno.
Tradicionalan tip uzgoja karakteriziraju intenzivan ljudski rad i nemoguénost kontrole
uzgojnog prostora (Wei i sur., 2020). Uz navedeno, tradicionalna je akvakultura Cesto
ograni¢ena prostorom §to moze dovesti do razli¢itih problema poput pogorsanja kvalitete vode
i pojave bolesti, a posljedi¢no i do povecanog mortaliteta. U posljednje vrijeme odustaje se od
tradicionalnog tipa uzgoja zbog visokog rizika, intenzivnog rada, te ozbiljnog zagadenja
okolisa (Wei i sur., 2020).

Akvakultura na otvorenom moru odvija se u plutaju¢im ili u polu-potopivim kavezima.
Plutaju¢im kavezima se lako manipulira, imaju niske troSkove odrzavanja, ali su stalno izlozeni
razli¢itim vremenskim utjecajima pa moraju biti pravilno dizajnirani i napravljeni od ¢vrstog
materijala (Slika 1.). Polu-potopivi kavezi uglavhom se koriste na otvorenom moru na
izlozenim lokacijama (Li 1 Ong, 2017). Takvi kavezi se prilikom jakog vjetra ili oluje spustaju
na odredenu dubinu pa je njima komplicirano rukovati. Lokacije na otvorenom moru
omogucuju stabilnu kvalitetu vode Sto pogoduje brzom rastu ribe, ali 1 kvaliteti krajnjeg
proizvoda (Wei i sur., 2020). Uzgoj na otvorenom moru ima prednost zbog vece dubine ispod
kaveza, dobre izmjene vode, a posljedi¢no veéeg uzgojnog kapaciteta i vee proizvodnje.
Osnovni problemi uzgoja na otvorenom moru su izlozenost lo§im vremenskim uvjetima

(Shainee i sur., 2013) i visoka cijena uzgojnih postrojenja.


https://ribarstvo.mps.hr/default.aspx?id=14

Slika 1. Plutajuci kavezi u uvali Veli Bok

1.1. Uzgoj lubina (Dicentrarchus labrax) i orade
(Sparus aurata)

Uzgoj lubina (Dicentrarchus labrax) i orade (Sparus aurata) ekonomski je izuzetno vazan
u Europi te zemljama Mediterana (Altan, 2020) (Slika 2. i 3.). Obje vrste su eurihaline i
euritermne, odnosno tolerantne na promjenu saliniteta (3-35 %o) i temperature, imaju sli¢ne
karakteristike hranjenja i opcenito sli¢ne bioloSke potrebe. Na rast i preZivljavanje lubina i
orade utjeCu brojni ¢imbenici okoli$a, odnosno kakvocée morske vode (Cario i sur., 2017; Ng i
sur., 2018). Temperatura mora ima vaznu ulogu za metabolicke procese koji se odvijaju u
vodenim organizmima, a odreduje 1 razinu topivosti plinova u vodenom stupcu. Kisik je vazan
za sve zivotne funkcije te utjeCe na asimilaciju probavljene hrane. Ukoliko su vrijednosti
ekoloskih ¢imbenika iznad ili ispod optimalne vrijednosti za odredenu uzgajanu vrstu dolazi
do stresa, §to rezultira smanjenim rastom, poremecajima u reprodukciji te slabijim imunitetom
(Hazari i Rathod, 2017). Pored navedenih osnovnih ekoloskih ¢imbenika i parametara kakvoce
mora, veliki znacaj na rast 1 prezivljavanje morskih organizama ima i mikrobioloska kakvoca
mora (Hazari 1 Rathod, 2017; Ng 1 sur., 2018). Losija kakvo¢a vode uzrokuje stres kod
organizama $to rezultira invazijom oportunistickih uzro¢nika bolesti (Arulampam 1 sur., 1998).

Proces uzgoja zapocinje u mrjestilistu u kojem se drzi mati¢no jato koje moze biti uzgojeno
ili ulovljeno iz divljine. Osim mrijesta u prirodnoj sezoni, u mrjestiliStu je moguc¢a manipulacija
temperaturom i rezimom svjetla, koji su dva osnovna ¢imbenika spolnog sazrijevanja, kako bi
se postigao izvansezonski mrijest. Mrijest 1 inkubacija oplodenih jaja je prva faza u

intenzivnom uzgoju. Nakon valjenja slijedi uzgoj li¢inaka u kojem je nuzna kontrola svih



ekoloskih ¢imbenika, od osnovnih parametara kvalitete morske vode do ishrane. Nakon S$to
licinke dosegnu dva ili viSe grama nasaduju se, u Jadranu najcesc¢e tijekom proljeca, u morsku
sredinu, u kavezne uzgojne sustave (Moretti i sur., 1999). Zbog nedostatne proizvodnje mladi
u Hrvatskoj, veliki dio se uvozi iz Francuske 1 Italije (Katavi¢, 2004). Jedinke se nasaduju u
gustoéi od 15-20 kg/m?, a maksimalno 30 kg/m? (Marino i sur., 2012; Katavi¢, 2005). Riba se
u kavezima u moru hrani peletiranom hranom do konzumne veli¢ine (Slika 4.). Hranjenje je
najvazniji varijabilni troSak koji ¢ini 50-80 % ukupnih troskova uzgoja (Wei i sur., 2020).
UtroSak hrane, stopa rasta i stopa konverzije hrane povezani su s uvjetima u okoliSu i
fizioloskim ¢imbenicima (Peck i sur., 2003). Obje vrste trebaju 48-52 % sirovih proteina, 14-
16 % masti u fazi mladi, a kasnijoj fazi uzgoja potrebno im je 43-45 % sirovih proteina te 18-
20 % masti (Watanbe, 2002). Hidroloski parametri (visina valova, smjer i brzina morskih
struja) te brzina i smjer vjetra imaju veliki utjecaj na samo hranjenje (Wei i sur., 2020).
Prilikom hranjenja riba se podiZe prema povrS$ini, a manje skuplja na povrsini kad joj se apetit
smanji (Blucock i sur., 2001). Dnevna doza hrane izra¢unava se prema fizioloskim potrebama
ribe u kombinaciji s podacima o temperaturi mora, biomasi riba u kavezu te eventualnoj bolesti
uzgojne populacije. Tijekom uzgoja vazno je redovito Cistiti mrezni teg kako bi se izbjegao
prekomjerni obrastaj 1 naslage koje blokiraju izmjenu vode i ujedno povecavaju tezinu kaveza.
Osim navedenih ¢imbenika vazna je i gustoa nasada u kavezima. Prevelika gustoca nasada
moze imati negativne posljedice na proizvodnju Sto obicno za ishod ima smanjeni rast 1 1oSiji
zdravstveni status (Wong i sur., 2013).

Vrijeme postizanja konzumne veli¢ine jedinki u uzgojnom ciklusu najviSe ovisi o
temperaturi mora. U uzgoju u Jadranskom moru za postizanje konzumne veli¢ine lubina
potrebno je 20-24 mjeseca, a za oradu 16-20 mjeseci (Moretti i sur., 1999). Nakon $to jedinke
u uzgoju postignu konzumnu veli¢inu one se izlovljavaju, te dostavljaju na trziste Sto je ujedno
kraj uzgojnog ciklusa. Tijekom samog procesa uzgoja dolazi do mortaliteta, oko 20 % od
ukupno broja nasadenih jedinki, zbog bolesti, kanibalizma, ali i Stetnih utjecaja raznih
bakterijskog podrijetla jedan su od najvaznijih ¢imbenika ekonomskih gubitaka u uzgoju
(Kapetanovi¢ 1 sur., 2019). Potencijalni bakterijski uzro€nici bolesti kod riba obicno su
bakterije iz vodenog stupca i sedimenta, koje mogu postati patogene u stresnim uvjetima
primjerice zbog velike gustote organizama u uzgoju, povecanja koli¢ine organske tvari,

povecéane koncentracije amonijaka i sumporovodika te niske razine kisika (Kolda i sur., 2020).



Slika 2. Lubin (Dicentrarchus labrax)
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Slika 3. Orada (Sparis aurata)



Slika 4. Hranjenje jedinki peletiranom hranom

1.2. Mikroorganizmi u morskoj vodi

Produktivnost sustava akvakulture ovisi o kakvoc¢i vode. Svako pogorsanje kakvoce vode
uzrokuje stres i pojavu bolesti kod riba. Mikroorganizmi imaju vaznu ulogu u vodi, te utjecu
na razgradnju hranjivih tvari, parametre u vodi (koncentraciju otopljenih plinova — ugljikova
dioksida, kisika, dusika) i kakvoéu vode (Gorlach-Lira, 2013). U moru mogu biti prisutni
razli¢iti mikroorganizmi Koji Su uzroc¢nici bolesti riba. Njihov broj takoder ovisi o ekoloskim
¢imbenicima u vodenom okoli$u, a ujedno ga poti¢e otpad iz akvakulture (Arulampalam i sur.,
1998). Neki od mikroorganizama su obligatno patogeni, uvijek izazivaju bolest nakon §to budu
uneseni u vodeni okoli$ i organizam dode u kontakt s njima, dok su neki potencijalno (uvjetno)
patogeni, te ¢e uzrokovati infekciju nakon stresa, odnosno kada je imunitet uzgajanih
organizama narusen (Kapetanovi¢ i sur., 2013). Sve vecu prijetnju odrzivosti akvakulturne
proizvodnje u priobalnom podrucju predstavljaju klimatske promjene (Cario i sur., 2017), jer
porast temperature i zakiseljavanje mora izravno utje¢u na fiziologiju, kondiciju, zdravstveno
stanje, prezivljavanje i ponasanje vodenih organizama (Yazdi i Shakouri, 2010). Stoga je nuzno
pratiti kakvocu mora na uzgajaliStima morske ribe, kako bi se na vrijeme mogli poduzeti
pravovremeni koraci za sprjeavanje uginuca, ali i da se ofuva zdravlje i sigurnost kako

Zivotinja tako i krajnjih potroSaca ljudi. Vazan alat u upravljanju akvakulturnom proizvodnjom



predstavlja 1 znanje iz mikrobiologije, osobito u proucavanju prijenosa bolesti i njihovoj
kontroli (Kolda i sur., 2020).

Budu¢i da se u vodenom okolisu nalazi veliki broj bakterija, kraljeznjaci koji zive u vodi
razvili su mehanizme za simbiotske bakterije. PovrSina sluznice kraljeznjaka predstavlja
mehani¢ku i kemijsku barijeru koja sprje¢ava invaziju patogena, uz istovremenu kolonizaciju
sluznice simbiotskim mikroorganizmima (Lowrey i sur., 2015). Mikroorganizmi su vazni za
razvoj, homeostazu te imunoloske funkcije sluznice (Lee i Mazmanian, 2010). Razvoj
akvakulture povecao je zanimanje za patologiju morskih vrsta riba. Veliki broj znanstvenika
bavi se proucavanjem raznih bakterijskih bolesti koje utjecu na jedinke u uzgoju, te pokusavaju
pronaci nove metode dijagnostike i prevencije zaraznih bolesti (Strunjak-Perovi¢ i sur., 1997).
Cesto se u uzgoju javljaju bakterijske bolesti poput vibrioze, pastereloze, mikobakterioze,
bolesti uzrokovane rodom bakterija Pseudomonas, Aeromonas te Streptococcus (Strunjak-
Perovic¢ i sur., 1997). Bakterije roda Vibrio poznati su uzro¢nici bolesti organizama, te dovode
do velikih ekonomskih gubitaka u akvakulturi, $to ih ¢ini predmetom interesa znanstvenika.
Osim toga, uzro¢nici su bolesti kod ljudi, poznatih kao zoonoze. Takoder, kako bi se pratila
kakvoca vode na uzgajalistima odreduju se mikrobioloski pokazatelji: ukupni koliformi,

Escherichia coli i enterokoki za potrebe akvakulturne proizvodnje (Kapetanovic i sur., 2013).



1.2.1. Bakterije roda Vibrio

Ribe dijele svoju zivotnu sredinu s bakterijama i drugim organizmima u vodi pa tako mogu
do¢i u kontakt s patogenim bakterijama, koje se nalaze u kontaminiranoj vodi. Neke bakterije
ukljucene su u bolesti koje se prenose hranom na ljude, kao $to su Listeria monocytogenes,
Salmonella spp., Escherichia coli, Vibrio spp. te Shigella spp. (Kim i Lee, 2017). Riba se ne
moze zaraziti bakterijama roda Vibrio, ako se nalaze u vodi u malim koncentracijama (Kim i
Lee, 2017). Vibrio su gram-negativne, halofilne bakterije (Ilwamoto i sur., 2010) koje su
autohtone u morskom okoliSu. Podnose §irok raspon saliniteta, te lako mogu prezivjeti i
razmnozavati se u okoliSu. Imaju vaznu ulogu u razgradnji organske tvari, te prijenosu
otopljenog organskog ugljika na vise troficke razine (Kapetanovié i sur., 2013). Rod Vibrio
obuhvaca 63 vrste (Kapetanovic i sur., 2013). Pripadnici roda su oportunisticki patogeni koji
su povezani s infekcijama kod ljudi, ali i kod morskih organizama. Vibrio je medu najbrojnijim
bakterijama u morskom okolisu. Na njegovu brojnost utjecu faktori iz okoli$a, pa im je brojnost
veca u toplijim morima, a ujedno je njihova koncentracija najveca tijekom ljetnih mjeseci. Do
varijacija u njihovoj brojnosti dolazi i na podru¢jima gdje su hidrografski parametri (izmjena
plime i oseke, morske struje, valovi) stabilni (Gavrilovi¢ i sur., 2018). Najveca ucestalost ovih
bakterija je u organski oneciS¢enoj vodi pri visokom salinitetu (Kapetanovi¢ 1 sur., 2013).
Bolest uzrokovana bakterijom iz roda Vibrio prvi put je opisana kod jegulje kao ,,crvena kuga®,
auzrocnika je opisao Canestrini 1893. godine (Strunjak-Perovié i sur., 1997). Prvotno uzro¢nik
je nazvan Bacillus anguillarum, te je 1909. godine preimenovan u Vibrio anguillarum. Tijekom
18. 1 19. stoljeca bolest uzrokovana bakterijom roda Vibrio bila je veliki problem u morskim
uzgajaliStima i lagunama diljem Italije. Infekcija kod lubina prvi put je prepoznata 2009.
godine, a njeno izbijanje bilo je povezano sa stresom zbog transporta i manipulacije od
mrjestilista do bazena za uzgoj (Gavrilovi¢ i sur., 2012). U posljednje vrijeme infekcije koje
uzrokuju bakterije iz roda Vibrio sve su ucestalije. Vecina infekcija se javlja tijekom ljetnih
mjeseci i rane jeseni, Sto je povezano s povecanom temperaturom mora. Bakterije roda Vibrio
u organizam mogu dospjeti preko oStecene koze, Skrga te probavnog sustava. Zaraza se moze
prepoznati tako Sto jedinke imaju manji apetit, konstantno je prisutan nizak mortalitet, a po
trbuhu, na perajama te Skrgama 1 jetri vidljiva su tockasta krvarenja (Strunjak-Perovi¢ 1 sur.,
1997). Vibrio se najbolje moze identificirati na selektivnom mediju kao sto je Tiosulfat — citrat
zucne soli — saharoze tj. TCBS agar (Iwamoto i sur., 2010). Poznato je da se kod riba moze

izolirati iz Skrga, sluzi koZe te sadrzaja crijeva (Kapetanovi¢ i sur., 2013).



Vibrioza je takoder jedna od naj¢es¢ih bakterijskih bolesti lubina (Gavrilovi¢ i sur., 2018).
Ucestalost bolesti 1 glavni bakterijski patogeni u uzgoju, u Hrvatskoj dobro su dokumentirani
(Kapetanovi¢ i sur., 2019). Veliki broj riba pogada infekcija s V. anguillarum, koji izaziva
bolest vibriozu, te dovodi do ekonomskih gubitaka u akvakulturi (Kim i Lee, 2017). Ova vrsta
moze biti sastavni dio bakterijske flore nekih morskih vrsta riba, beskraljeznjaka, a nalazi se i
u bentosu (Strunjak-Perovi¢ i sur., 1997). U posljednje vrijeme uoceno je da i V. harveyi
predstavlja problem kod lubina u uzgoju. V. alginolyticus je uvjetno patogeni mikroorganizam,
jer moze uzrokovati infekciju kod riba s visokom stopom smrtnosti, ako im je imunosni sustav
oslabljen. Javno zdravstvo prati infekcije kod riba u akvakulturi. V. alginolyticus je dominantna
vrsta, a slijede ga V. parahaemolyticus, V. cholerae te V. vulnificus (Kapetanovic i sur., 2013).

LijeCenje vibrioze pravilnim odabirom kemoterapeutika doprinijelo bi znacajnom
smanjenju ekonomskih gubitaka, te bi se sprijecilo stjecanje rezistencije na kemoterapeutike,
te ujedno doprinijelo boljoj kondiciji 1 kvaliteti mladi za daljnji uzgoj (Gavrilovi€ i sur., 2012).
Vibrioza se lije¢i kombinacijom formalinskih kupki koncentracije 100 ppm i peroralnom
primjenom komercijalnog preparata Timetosul u dozi od 0,125 ml/kg ribe (Gavrilovi¢ i sur.,
2012).

Bakterijama roda Vibrio mogu se zaraziti ljudi koji konzumiraju sirovu ili nedovoljno
termicki obradenu ribu (Iwamoto i sur., 2010). U SAD-u najée$c¢a vrsta iz roda Vibrio je V.
parahaemolyticus, dok i druge vrste iz roda Vibrio mogu uzrokovati akutni gastroenteritis
(Scallan i sur., 2011).



1.2.2. Bakterije roda Aeromonas

Bakterije roda Aeromonas su ubikvitarne u vodenom okolisu i rasprostranjene su u ¢istim,
ali 1 organski oneciS¢enim slatkim i boc¢atim vodama (Strunjak-Perovi¢ i sur., 1997). Njihovo
prisustvo u moru ovisi o salinitetu, ako je salinitet visok smanjen im je rast i razmonoZavanje.
Rod Aeromonas obuhvaca oko 14 vrsta (Smyrli i Katharios, 2020). Bakterije ovog roda
sastavni su dio crijevne mikroflore kod zdravih riba (Strunjak-Perovi¢ i sur., 1997). A.
hydrophila predstavlja konstantnu opasnost za pojavu bolesti kod riba. Bolest se javlja kada je
jedinkama naruSeno zdravlje npr. zbog drugih bolesti, nagle promjene temperature vode, pada
koncentracije kisika, veée koli¢ine organske tvari, velike nasadne gustoée te povecane
koncentracije amonijaka (Strunjak-Perovic i sur., 1997). Zarazene jedinke imaju slabiji apetit,
tamniju kozu te dolazi do iznenadnog uginuca, dok se u kasnijim stadijima javljaju krvarenja
po tijelu (Strunjak-Perovi¢ i sur., 1997). U Mediteranu se bakterije ovog roda mogu izolirati u
obalnim morskim vodama, boc¢atoj vodi i sedimentu, ali i iz naizgled zdravih morskih riba
(Scarano i sur., 2018; Martinez i sur., 2010). Cesto se kod jedinki lubina i orade izolira u niskoj
koncentraciji te obi¢no s drugim bakterijama poput onih iz rodova Vibrio i Pseudomonas
(Yardimci i Timur, 2015; Martino i sur., 2011). Kod lubina patogeni iz roda Aeromonas su A.
hydrophila, A. veronii bv. sorbia i A. salmonicida (Smyrli i Katharios, 2020). Sve ve¢u paznju
kako u akvakulturi tako i u slatkim vodama posvecuje se A. veronii bv. sobria koji je
potencijalni patogen. U posljednjih nekoliko godina taj uzro¢nik stvara velike probleme
prilikom uzgoja lubina u Grc¢koj 1 u Crnom moru. Bolest uzrokovana ovim uzro¢nikom prvi
put se pojavila 2008. godine u Gr¢koj 1 to kod jedinki lubina komercijalne veli¢ine, a u
posljednje vrijeme javlja se i kod jedinki do 50 grama. Smrtnost moze biti i do 80 % ako se

jedinke ne lijece antibioticima (Smyrli 1 Katharios, 2020).
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1.2.3. Bakterije roda Pasterela

Pastereloza ili fotobakterioza je bolest koja je utvrdena kod lubina i kod orade. Bolest je
poznata i kao pseudo-tuberkoloza zbog procesa sli¢nih onima kod tuberkuloze (Miccoli i sur.,
2019). U intenzivnom uzgoju lubina smatra se primarnim uzro¢nikom uginuca zajedno s
vibriozom (Gravningen i sur., 1998). Uzro¢nik je halofilna, gram-negativna bakterija
Photobacterium damselae subsp. piscicida (ranije Pasteurella piscicida) (Miccoli i sur., 2019).
Za uspjesno lijeenje je vazno da se bolest brzo dijagnosticira, jer nisu prisutni vanjski znakovi
bolesti poput tamnije boje tijela niti povrSinske lezije. Bakterija se prenosi izravno s jedinke na
jedinku, a uvjeti u uzgoju koji tome doprinose su: povecana gustoca jedinki u kavezu,
temperatura mora veéa od 23 °C, salinitet izmedu 20 i 30 %o te niska koncentracija Kisika
(Hawkw i sur., 1987). Bolest se javlja kao epizootija tijekom ljetnih mjeseci kada je
temperatura mora visa. Prilikom pojave bolesti prisutne su bijele kvrzice na povrSini unutarnjih
organa, osobito na bubregu i slezeni (Cascarano i sur., 2021). Uzro¢nik pastereloze bio je
izoliran 1963. godine tijekom velike epizootije u zaljevu Chesapeake, SAD iz prirodne
populacije bijelog grgeca (Toranzo i sur., 1991). U Japanu ova bolest stvara znacajne
ekonomske gubitke. Standardni mikrobioloski dijagnosti¢ki postupci mogu biti ometani sporim
rastom ove bakterijske vrste, pa su razvijene dijagnosticke tehnike koje se temelje na

specifi¢nim antitijelima (Miccoli i sur., 2019).
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1.2.4. Bakterije roda Mycobacterium

Mikobakterioza je bakterijska bolest koju uzrokuje bakterija iz roda Mycobacterium. Rod
Mycobacterium sadrzi 188 vrsta, te obuhvaca nekoliko vrsta koje uzrokuju mikrobakteriozu
(Davidovich i sur., 2020). Uzroénik Mycobacterium marinum je prvi put izoliran 1926. godine.
Ova bolest pogada slatkovodne i morske vrste riba. U Izraelu je ovaj uzro¢nik opisan prvi put
1990. godine, kao uzrocnik infekcije kod uzgajanog lubina (Davidovich i sur., 2020; Cascarano
i sur., 2021). lzvor zaraze mogu biti uginule jedinke, hrana proizvedena od kontaminiranih
otpadaka tvornicki preradene ribe (Strunjak-Perovi¢ i sur., 1997). Jedinke se zaraze preko
probavnog sustava, a oboljele ribe mrSave, gube boju i sekundarne spolne znacajke (Strunjak-
Perovi¢ i sur., 1997). Takoder javljaju se kroni¢ne i subkroni¢ne infekcije koze i1 unutarnjih
organa koje rezultiraju lezijama i granulomima (Cascarano i sur., 2021). Postoje dokazi da se
mikobakterioza pod odredenim okolnostima moze povudi, ali oporavljene jedinke su nositelji
latentne infekcije (Davidovich i sur., 2020). Vodene mikobakterije izazivaju zoonotske bolesti
koje se s ribe prenose na ljude. Na uzgajaliStima u juznom Jadranu te u Tirenskom priobalju
zabiljezena je mikobakterioza kod lubina, nekoliko puta pri temperaturama od 19 °C i 21 °C.
Takoder, zabiljezena je duz obale Turske u Egejskom moru pri istim temperaturama. Uzro¢nik
bolesti tesko se iskorjenjuje jer moze godinama prezivjeti u vodenom okolisu (Davidovich i sur.,
2020). M. marinum jedna je od najcescih atipi¢énih mikobakterija koje potencijalno uzrokuju
infekcije kod ljudi (Rallis i Koumantaki-Mathioudaki, 2007). Kod ljudi s oslabljenim
imunitetom infekcije se mogu proSiriti u dublje tkivo, te tako uzrokovati artritis te tendinitis
(Holden 1 sur., 2018). Lijecenje kod ljudi je dugotrajan proces lije€enja s antibioticima, te su u
pojedinim slucajevima neophodni 1 operativni zahvati (Holden 1 sur., 2013). Tijekom posljednjih
nekoliko godina razvijeni su brzi testovi za odredivanje Mycobacterium vrsta. Jedan od nacina

identifikacije uzro¢nika je upotreba MALDI sustava (Kurokowa i sur., 2013).
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1.3. LijeCenje i profilaksa

U veterinarskoj medicini kod kopnenih Zivotinja pa tako i u akvakulturi potrebno je prvo
identificirati uzro¢nika bolesti koji je odgovoran za izazivanje bolesti. Ako se radi o
bakterijskom patogenu ili bakterijskim patogenima potrebno je odrediti njihovu antibakterijsku
osjetljivost (Rigos i sur., 2021). Idealno je da se antibiotici primjenjuju u uzgoju oralno tj. da
se oni nalaze u hrani. Preko hrane unose se lijekovi u organizam riba, te je za izraCunavanje
doze lijekova potrebno znati kolika je temperatura mora jer o njoj ovisi hranjenje (Tort i sur.,
2004). U slucajevima kada se kod lubina i orade vibrioza i pastereloza razvijaju brzo,
antibakterijski tretmani su neuspjesni, ako se ne primjene odmah nakon prvih znakova bolesti
(Rigos 1 sur., 2021). Lijek koji ¢e se primjenjivati treba odabrati u skladu sa specifiénim
karakteristikama bolesti. U zemljama Europske unije upotreba antibiotika podlijeZe strogim
propisima EU, kao i nacionalnim propisima.

Za prevenciju pojave bolesti uzrokovanih bakterijskim patogenima u akvakulturi u
posljednje se vrijeme sve viSe koriste cjepiva. lako je broj komercijalnih cjepiva jos uvijek
ogranien, ona su razvijena za vecinu uzro¢nika bakterijskih bolesti riba. Primjerice, jedinke
lubina se u mrjestilistima u danasnje vrijeme redovito cijepe protiv vibrioze i pastereloze, pri
¢emu se vakcina aplicira kupkom. Kod mladi u kavezima se primjena Kupki ne preporuca zbog
utjecaja na povecanje otpornosti bakterija, te zbog utjecaja na okoli$ (Rigos i sur., 2021), ali se
zato provodi revakcinacija mladi injektiranjem (Kayansamruaj i sur., 2020). Osim injektiranje,

odredene vakcine je moguce aplicirati sprej metodom. (Subasinghe, 2009).
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1.4. Utjecaj akvakulture na okolis

Potencijalni ucinci akvakulture na okoli§ su raznoliki, od estetskih aspekata do izravnih
pojava oneciS¢enja (Vuki¢ Lus$i¢ i sur., 2019). Akvakulturom se u okoli§ unose produkti
metabolizma riba (izmet, izlu¢evine) te nepojedena hrana. Koli¢ina i sastav hranjivih tvari koje
se ispustaju u vodu ovisi 0 intenzitetu proizvodnje te o konverziji hrane kao i o sadrzaju fosfora
i dusika u hrani (Teodorowicz, 2013). Sve veca paznja u svijetu posvecuje se metabolitima
uzgajanih organizama, poput amonijakalnog dusika te ureje, zajedno s nepojedenom hranom
jer se na taj nacin uniStavaju prirodna stanisSta i nastaju promjene u strukturi i dinamici lokalnih
zajednica organizama u moru (Gorlach-Lira i sur., 2013). Uzgoj u marikulturi ima sli¢ne u¢inke
na bentos kao i ostali izvori organskog onecis¢enja, koji uzrokuju nedostatak kisika, a
posljedi¢no dolazi i do promjena u raznolikosti bentosa (Sanz- Lézaro i Marin, 2011). Osim
Sto akvakultura utjece na okolis, takoder i na akvakulturu utjecu brojni ¢imbenici iz okolisa na
koje treba obratiti paznju. Svi navedeni ucinci razlog Su zasto je potrebno provoditi redoviti
monitoring u marikulturi, koji uglavnom obuhvaca hidroloske pokazatelje te one o kakvoci
morske vode, a koji ukljucuju temperaturu morske vode, pH, otopljeni kisik, nitrite, amonijak,
klorofil te druge pokazatelje (Devi i sur., 2017). Na osnovu rezultata monitoringa odreduju se
tehnoloske mjere koje je potrebno poduzeti. Primjerice, niza konverzija se postize primjenom
pravilnih tehnoloskih mjera kojima se sprijeCava prekomjerno rasipanje hrane koja ce
negativno utjecati na okoliS. Pored toga, moguce je radi bolje iskoristivosti dnevnu koli¢inu
hrane podijeliti u nekoliko obroka ili pak gustocu nasada prilagoditi kvaliteti mora na uzgojnom
podrucju (Ennouri i sur., 2021; Devi i sur., 2017).

Iako se marikultura brzo povecava diljem svijeta, najkontroverznije pitanje je vezano za
posljedice obogacivanja organskom tvari morske vode i sedimenta (Culha i Karduman, 2020).
Primjenom dobre proizvodne prakse negativni u€inci su svedeni na minimum, te se promjene
u morskom okoliSu ne mogu detektirati na udaljenosti vec¢oj od 100 metara od kaveza (Vukic¢

Lusic¢ i sur., 2019).
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2.  Ciljistrazivanja

Cilj rada je utvrditi brzinu rasta i postotak prezivljavanja lubina (Dicentrarchus labrax) i
orade (Sparus aurata), morskih vrsta riba uzgajanih u uvali Veli Bok na otoku Cresu tijekom
uzgojnog procesa, te utvrditi eventualni utjecaj ¢imbenika kakvoce mora na rast jedinki u
uzgoju. Pored toga istrazit ¢e se mikrobioloSka kakvoc¢a mora na uzgajalistu lubina i orade zbog
moguéeg utjecaja na prezivljavanje jedinki u uzgoju, osobito kod pojave povecanog

mortaliteta.
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3.  Podrudje istrazivanja

Podrugje istrazivanja nalazi se u sjevernom dijelu Jadranskog mora, kod otoka Cresa.
Jadransko more je dio Sredozemnog mora, kojeg karakteriziraju jedinstvene znacajke okoli$a
poput: temperature vodenog stupca (zimi oko 18 °C, a ljeti oko 26 °C), mikrotidalnog rezima,
olifotrofnih uvjeta s niskom primarnom produkcijom, niske razine biomase fitoplanktona, male
koli¢ine Cestica organske tvari, visoke razine Kisika (Giangrande i sur., 2021). Takvi uvjeti
pogoduju uzgoju riba i Skoljkasa. Sredozemno more mozemo podijelit na zapadni i isto¢ni
bazen koji su povezani plitkim Sicilijanskim kanalom (Cascarano i sur., 2021). Razlike u
temperaturi su neznatne, $to ukazuje na blage zime s povrSinskom temperaturom 16-20 °C,
iako su temperature u sjevernijim regijama nize. Tijekom ljeta temperature su 24-28 °C, a
isto¢ni bazen je topliji za 2 °C u odnosu na zapadni. Zbog svoje zatvorenosti Sredozemno more
je osjetljivo na globalno zagrijavanje na §to ukazuju i podatci o zagrijavanju tijekom
posljednjih 50 godina.

Jadransko more je ogranak Sredozemnog mora, a ¢ini samo 4,6 % njegove ukupne veli¢ine
(Vilic¢i¢, 2014). Od Jonskog mora odvojeno je Otrantskim vratim. Ve¢ina Jadrana je plic¢a od
200 metara dubine, a najveca dubina izmjerena je u Juznojadranskoj kotlini (1 228 m). Sjeverni
dio Jadrana je pod velikim utjecajem rijeke Po, koja je vazan izvor hranjivih tvari (Vili¢i¢,
2014).

Uzorci su prikupljeni u uvali Veli Bok otoka Cresa u kojoj je smjesteno uzgajaliste lubina
i orade tvrtke Orada Adriatic d.o.0. (Slika 5.1 6.). Uvala je smjeStena na sjevero-zapadnoj obali
otoka, te je pristup uzgajaliStu mogué samo morskim putem. Uzgajaliste se prostire na 120
hektara, te je izvan zaStiCenog obalnog podrucja (Oikon, 2012). UzgajaliSte se sastoji od kaveza
promjera 22 i 25 m, a dubina ispod kaveza je 50 metara. Poziciju uzgajalista odlikuju jake

morske struje te iznimna ¢isto¢a mora (https://www.royal-adriatic.com/).
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Slika 5. Uvala Veli Bok, otok Cres

(Izvor: www.google.com/maps)

Slika 6. Uzgajaliste u uvali Veli Bok, Cres
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4.

Materijali i metode

4.1. Pracenje rasta i prezivljavanja

Istrazivanje sSmo proveli u razdoblju od svibnja 2020. godine do srpnja 2021. godine na
uzgajaliStu Veli Bok, na otoku Cresu. Provedeno je na jednom uzgojnom kavezu lubina i
jednom orade. U svaki kavez zaposleni uzgajalista nasadili su 130 000 jedinki (Slika 7.).
Jedinke su nasadene tijekom svibnja 2020. godine. Pratila sam rast i prezivljavanje mladi
lubina i orade, a smrtnost sam biljezila dnevno. Biometrija jedinki tj. parametre rasta
(maseni i duzinski) mjerila sam prva tri mjeseca svakih 15 dana, a potom jednom mjese¢no.
Po uzorku koristila sam po 30 jedinki mladi svake vrste. Za biometrijsku analizu koristila
sam vagu i ihtiometar (Slika 8.). Mjerila sam standardnu te ukupnu duzinu jedinki kako bi
bilo moguce usporediti dobivene podatke s onima koji se koriste na slicnim uzgajaliStima.
Standardna duzina jedinki mjeri se od vrha glave do korijena repne peraje, dok se ukupna
duzina jedinki mjeri od vrha glave do kraja repne peraje. Sve podatke koje sam prikupila
tijekom istrazivanja upisala sam u Excel tablice, te sam posebno obradivala za lubina, a
posebno za oradu. Microsoft Excel koristila sam za izradu tablica i grafikona. Na kraju
istrazivanja, za svaki mjesec uzorkovanja, izracunala sam:

- broj jedinki u kavezu (vrijednosti su umanjene za broj uginulih jedinki u tom

razdoblju),

- prosjecnu masu jedinki u kilogramima,

- ukupnu masu jedinki u kilogramima,

- ukupno utroSenu koli¢inu hrane (kg) tijekom jednog mjeseca po kavezu,

- prosjecnu dnevnu koli¢inu hrane po jedinki (kg),

- faktor konverzije (FK),

- indeks kondicije (IK) raunat sa standardnom duzinom jedinki,

- indeks kondicije (IK) racunat s ukupnom duZinom jedinki,

- postotak prezivljavanja tijekom svakog mjeseca, kao i na kraju istrazivanog

razdoblja.
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Faktor konverzije (FK) ukazuje koliko su jedinke narasle obzirom na utrosenu hranu, a racuna
se na temelju formule (Havasi i sur., 2015):
FK=1(g) /WD
FK je faktor konverzije, I je ukupna koli¢ina hrane za jedan mjesec, a WD je ukupna masa ribe.
Indeks kondicije (IK) opisuje fiziolosko stanje riba, te se izraCunava pomocu Fultan-ovog
koeficijenta na temelju formule (Bavcevi¢, 2014):
IK = (W/L"3)-100

IK je indeks kondicije, W je masa u gramima, L je duZina jedinke u centimetrima koja se
kubira, mnoZi se sa 100 kako bi se izjednacile mjerne jedinice.

Kako se u literaturi za izraun indeksa kondicije najéesce koristi ukupna duzina jedinki,
a na vecini uzgajaliSta standardna, izraCunavana su oba indeksa kako bi se podatci mogli

potpunije usporediti s onima iz literature.

Slika 8. Mjerenje duljine jedinki te vaganje mase ribe
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4.2. Uzorkovanje morske vode

Jednom tjedno, tijekom cijelog razdoblja istrazivanja, ruénom sondom (YSI pro DSS) na
srednjoj dubini kaveza mjerila sam temperaturu, koncentraciju kisika te postotak zasi¢enosti
mora kisikom (Slika 9.).

Morsku vodu za mikrobiolosku analizu uzrokovala sam zajedno s timom projekta
AQADAPT, na uzgajalistu i kontrolnoj tocki. Uzorke morske vode prikupili smo u sterilne boce
(0,5L) pomocu Niskinovog crpca (Slika 10.). Uzorkovanje mora obavljano je kvartalno s Cetiri
dubine: 0,5 m, 6 mi 12 m ispod povrSine te 0,5 m iznad dna (na dubini od 50 metara).

Uzorke mora sam takoder prikupila i iz transportnih bazena pri prispije¢u posiljki mladi
lubina i orade iz mrijestiliSta na uzgajaliste. Uzorak morske vode uzela sam iz transportnih
tankova u sterilne boce (0,5L) kako bi se utvrdila eventualna prisutnost patogenih
mikroorganizama koji se mogu unijeti na podru¢je uzgajalista tijekom nasadivanja mladi iz
mrjestiliSta u kaveze (Slika 11.). Nakon uzorkovanja boce s uzorcima prenesene su u

hladnjacima do laboratorija na daljnju analizu.

Handy l;olarls 2

OK

v

Slika 9. Ru¢na sonda za mjerenje temperature te koncentracije i postotka zasi¢enja mora

kisikom
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Slika 11. Transportni tankovi na kamionu, te unutrasnjost tanka
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4.3. MikrobioloSka analiza morske vode

Prikupljene uzorke morske vode analizirala sam u Laboratoriju za akvakulturu i patologiju
akvatickih organizama Zavoda za istrazivanje mora i okoli$a, Instituta Ruder Boskovi¢ u
Zagrebu. Uzorke morske vode s ¢etiri razli¢ite dubine na dvije postoje (uzgajaliste i kontrola)
serijski sam razrijedila sa sterilnom 0.9 % NaCl B. Braun 9 mg/ml otopinom (Pliva). Hranjive
podloge za mikrobiolosku analizu napravila sam tako sto je agar otopljen u Mili-Q vodi, te sam
podloge pripremila na odgovarajucoj temperaturi prema uputama proizvodaca (Slike 12.113.).
Serijski razrijedene uzorke morske vode (1 mL), inokulirala sam metodom Sirenja na Difco™
Marine Agar 2216 (BD) podlozi i inkubirala na 22 °C kroz 3-5 dana, za odredivanje ukupnog
broja heterotrofnih bakterija (eng. Heterotrophic Plate Count, HPC). Za izolaciju bakterija
roda Vibrio koristila sam metodu Sirenja po selektivnoj podlozi (1 mL) Thiosulphate Citrate
Bile Salt Sucrose — TCBS (Difco™, BD) (Slika 14.) (Kapetanovi¢ i sur., 2013). Podloge sam
inkubirala na 22 °C tijekom 24 sata, a dobivene rezultate sam izrazila kao broj izraslih kolonija
(eng. Colony-forming unit, CFU) u 1 mL uzorka (Slika 15. i 16.).

Mikroorganizmi koji su pokazatelji fekalnog onecis¢enja odredila sam uporabom
definirane supstrat tehnologije. Za odredivanje broja ukupnih koliforminih bakterija (UKB) i
E. coli (EC) koristila sam Colilert-18™, a za odredivanje broja enterokoka (ENT) Enterolert-
E™ test prema uputama proizvodaca (IDEXX). Uzorci vode s Colilert-18 testom inkubirala
sam kroz 18 sati na 35 °C (Slika 17.). Nakon inkubacije, na prisutnost ukupnih koliforma
ukazivale su zute komorice. Prisutnost E. coli utvrdena je fluorescencijom pod UV svijetlom

prethodno pozitivnih, zutih komorica (Slika 18.).

Slika 12. PraSkasta smjesta za izradu hranjivih podloga
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Slika 14. Skuhane TCBS podloge, te izlivene u Petrijeve zdjelice u kojima se suse pod UV

svjetlom

Slika 15. Izrasle kolonije na inokuliranim podlogama
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Slika 17. Uzorci u komoricama pripremljeni za inkubaciju te njihova inkubacija u inkubatoru
na 35 °C

Slika 18. Colilert-18 test: zute komorice ukazuju na ukupne koliforme, a fluorescentne

komorice pod UV svjetlom ukazuju na E. colli
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4.4. 1zolacija bakterija

Nakon sto su kolonije bakterija izrasle na neselektivnoj podlozi Difco™ Marine agaru i na
selektivnoj TCBS podlozi, bakterijske kolonije razli¢itih morfologija odabrala sam za
procisc¢avanje i identifikaciju. Vazno je bilo uzeti $to vise razli¢itih kolonija kako bih dobila
reprezentativnu sliku. Sterilnom usicom (ezom) prenijela sam svaku koloniju posebno na
podlogu Tryptic soy agar (BD BBL™) s dodatkom 1 % NaCl-a (Kemika), te sam razmazala
po podlozi kako bi uzgojila ¢iste kolonije (Slika 19.). Izrasle ¢iste kolonije potom sam dala na
identifikaciju s uporabom MALDI-TOF-a (Matrix Assisted Laser Desorption lonization —
Time of Flight; matricom potpomognuta ionizacija desorpcijom laserskog zra¢enja-analizator
masa s vremenom leta) za spektrometriju masa (MS) u Laboratorij za spektrometriju masa i
funkcionalnu proteomiku Instituta Ruder Boskovi¢. MALDI-TOF MS je automatizirana
analiticka tehnika u kojoj se Cestice bakterija ioniziraju, odvajaju prema njihovom omjeru mase
i naboja, te mjere odredivanjem vremena potrebnog ionima da putuju do detektora. Nastali
maseni spektar generira poseban profil za odredeni bakterijski uzorak. Jedinstvenost masenog
spektra se koristi u svrhu identifikacije bakterija temeljem usporedbe s dostupnim usporednim
referentnim spektrom. Uspjesna identifikacija bakterija pomo¢u MALDI-TOF MS se oslanja
na bazu podataka koja sadrzi spektre poznatih bakterija. Takoder, dobivene Ciste kolonije
izoliranih bakterija spremila sam u kriotubice tako Sto sam ezom prenijela bakterije u
kriotubicu u koju sam prethodno stavila 1 mL fizioloske otopine te potom dodala 0,5 mL
glicerola. Nakon toga, kriotubice sam stavila na mijesalicu (VIBROMIX 204 EV) kako bi se
sadrzaj promijesao, a na koncu sam ih spremila u hladnjak na -20 °C, kako bi se mogle u

buducénosti koristi za daljnje molekularne analize (Slika 20.).

Slika 19. Ciste kolonije bakterija
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Slika 20. Spremanje Cistih kolonija bakterija za daljnju molekularnu analizu

4.5. Statisticka analiza podataka

Spearmanovu Kkorelaciju koristila sam za analizu odnosa izmedu srednjih mjesecnih
vrijednosti (vremenskih nizova) rasta i mortaliteta riba za svaku vrstu posebno, s temperaturom
i koncentracijom otopljenog kisika. Za svaki mikrobioloski pokazatelj izracunala sam srednju
vrijednost te standardnu devijaciju. Za usporedbu broja mikroorganizama na razli¢itim
dubinama Koristila sam deskriptivnu statistiku, kao i Mann-Witney i Kruskal-Wallis test koji
su napravljeni s pomocu statistickog paketa SigmaPlot 11. Zbog provedbe statisticke analize,
utvrdena vrijednost <10 MPN/100mL za fekalne pokazatelje (ukupne koliforme, E. coli i

enterokoke) sam umanijila za koeficijent 0,1 i vrijednosti su analizirane kao 9,9 MPN/100mL.
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5. Rezultati

5.1. Temperatura mora

Prilikom nasadivanja mladi lubina i orade u kaveze prosje¢na temperatura mora je bila 16
°C, te je rasla tijekom ljetnih mjeseci, dok je pocetkom jeseni pocela padati (Slika 21.). U
istraZivanju, najvisa prosje¢na temperatura mora zabiljeZena je u kolovozu 2020. godine, te je
iznosila 24.8 °C. Najmanja prodje¢na vrijednost zabiljeZena je tijekom veljace i ozujka 2021.
godine kada je iznosila svega 11 °C. Tijekom cijelog istrazivanja najvisa zabiljeZena
temperatura iznosila je 26 °C u srpnju 2021. godine, dok je najniza temperatura zabiljeZzena
10,5 °C tijekom veljace i ozujka 2021. godine. Spermanovom Korelacijom uocena je statisticki

znacajna korelacija temperature mora sa sadrzajem Kisika (r=-0,64; P=0,0093).
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Slika 21. Prosje¢ne mjesecCne temperature tijekom uzgojnog ciklusa lubina (D. labrax) i orade
(S. aurata)
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5.2. Vrijednost otopljenog kisika i postotak zasi¢enja
morske vode kisikom

Na slici 22. vidljive su varijacije otopljenog kisika u moru tijekom istrazivanja. Prosje¢na
vrijednost koncentracije otopljenog kisika u moru na uzgajalistu tijekom cijelog razdoblja
iznosila je 7,71 mg/L. Najvise otopljenog kisika je bilo u travnju 2021. godine (8,74 mg/L),
dok je najmanje otopljenog kisika bilo u rujnu 2020. godine (7,14 mg/L). Kod jedinki lubina
Spermanovom korelacijom nije uocena statisticka znac¢ajna korelacija izmedu koncentracije
otopljenog kisika u moru na uzgajalistu i mase lubina u uzgoju, koncentracije otopljenog kisika
i broja uginulih jedinki tijekom uzgoja te koncentracije otopljenog kisika i indeksa kondicije
lubina u uzgoju. Jednaki su rezultati statisticke analize Spermanove korelacije i za jedinke
orade u uzgoju. Statistickom analizom uocena je vrlo visoka, statisticki znacajna (P<0,05)
pozitivna korelacija izmedu zasi¢enosti morske vode na uzgajalistu s kisikom i mase uzgajanih
lubina (r=0,793, P=0,0000), standardne duzine lubina (r=0,836, P=0,0000), kao i ukupne
duzine uzgajanih lubina (r=0,836, P=0,0000). Istovremeno, uoCena je visoka statisticki
znacajna (P<0,05) pozitivna korelacija izmedu zasi¢enosti morske vode na uzgajaliStu s
kisikom i mase uzgajanih orada (r=0,829, P=0,0000), indeksa kondicije uzgajanih orada
(r=0,668, P=0,0061), standardne duzine orada (r=0,739, P=0,0011), kao i ukupne duZine
uzgajanih orada (r=0,789, P=0,0000). S druge strane, utvrdena je visoka negativna korelacija
zasi¢enosti morske vode na uzgajalistu s kisikom u odnosu na broj uginulih orada (mortaliteta)

r=-0,713, P=0,0035.
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Slika 22. Prosje¢ne mjesecne vrijednosti otopljenog kisika u morskoj vodi, izrazene u mg/L,

tijekom uzgojnog ciklusa lubina (D. labrax) i orade (S. aurata)
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Na slici 23. prikazane su vrijednosti prosje¢nog mjese¢nog zasi¢enja morske vode kisikom u
postocima (%). Ovdje su vidljive izrazenije varijacije prosjecnog mjese¢nog zasi¢enja morske
vode (%), koje su u skladu s varijacijama koncentracije otopljenog kisika u morskoj vodi
(mg/L), prikazanima na slici 22. Raspon zasi¢enja morske vode s kisikom je od 83,8 % do
99,94 %. U istrazivanom razdoblju ukupno prosje¢no zasi¢enje iznosilo je 91,97 %. Najmanje

zasic¢enje kisikom zabiljezeno je u rujnu 2020. godine, dok je najvece zabiljezeno travnju 2021.
godine.
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Slika 23. Prosje¢no mjesecno zasi¢enje morske vode s kisikom u % tijekom uzgojnog ciklusa
lubina (D. labrax) i orade (S. aurata)
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5.3. Rast jedinki lubina i orade

Jedinke mladi lubina prosjecne mase 6,2 g nasadene su u kaveze u svibnju 2020. godine.
Do kraja istrazivanja jedinke lubina dosegle su masu od 187 g, te su time postigle konzumnu
masu (150-200 g). Vidljivo je da jedinke tijekom zimskih mjeseci gotovo stagniraju u rastu jer
je tada temperatura mora 11-13 °C (prosinca do travnja) (Slika 24.). Jedinke ponovo po¢inju
dobivati na masi kada poraste temperatura mora (15 °C, svibanj). Unato¢ navedenom, nije
utvrdena statisti¢ki znacajna korelacija izmedu temperature mora na uzgajalistu i mase jedinki

lubina u uzgoju (P > 0,05).
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Slika 24. Promjene prosjecne tjelesne mase jedinki lubina (D. labrax) tijekom uzgojnog ciklusa

od vremena nasadivanja
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Jedinke mladi orade nasadene su u kaveze takoder u svibnju 2020. godine. Prosje¢na im je
masa bila 5,2 g. Do kraja istrazivanog razdoblja (srpanj 2021. godine) jedinke su dosegle masu
od 196 g i time dosegle konzumnu veli¢inu, koja je bila nesto veca u odnosu na masu lubina.
Na temelju slike 25. vidljivo je da jedinke orade prestaju rasti kada temperatura mora padne
ispod 13 °C (prosinca do travnja), te ponovo pocinju rasti kada je temperatura mora iznad 15
°C (svibanj). Kao i jedinke lubina, jedinke orade su tijekom zimskih mjeseci stagnirale u rastu.
Spermanovom koralcijom nije uocena statisticka znacajna korelacija izmedu temperature mora

I mase jedinki orade te kolic¢ine otopljenog kisika u moru i mase jedinki.
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Slika 25. Promjene prosjecne tjelesne mase jedinki orade (S. aurata) tijekom uzgojnog ciklusa

od vremena nasadivanja
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5.4. Faktor konverzije hrane (FK) kod lubina i orade

Tijekom uzgojnog ciklusa, raspon faktora konverzije kod lubina (Slika 26.) bio je od 0,21

do 1,53. Na kraju istrazivanog razdoblja za jedinke lubina faktor konverzije iznosio je 1,47.

Faktor konverzije

Q. Q. Q. Q. Q. Q. Q. N. l\. \'. N. N. l\. \'.
v v v Vv v v v v v Vv 3 v v v
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Datum uzorkovanja

Slika 26. Prosjec¢ni faktor konverzije kod jedinka lubina (D. labrax) tijekom istrazivanja
Raspon prosje¢nog faktora konverzije kod lubina (Slika 27.) kretao se od 0,07 do 0,70.

Najmanji faktor konverzije bio je u travnju 2021. godine (0,075), dok je najveéi bio u srpnju
2021. godine (0,698).
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Slika 27. Prosjeéni faktor konverzije kod lubina (D. labrax) tijekom uzgojnog ciklusa

Istovremeno, raspon faktora konverzije kod orade (Slika 28.) bio je od 0,41 do 1,38. Na

kraju istrazivanog razdoblja za jedinke orade faktor konverzije iznosio je 1,38.
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Slika 28. Prosje¢ni faktor konverzije kod jedinka orade (S. aurata) tijekom istrazivanja
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Raspon prosje¢nog faktora konverzije kod orade po pojedinim razdobljima bio je u rasponu
od 0,07 do 0,70 (Slika 29.). Najmanji faktor konverzije bio je u veljac¢i 2021. godine, dok je
najvedi bio u srpnju 2020. godine.
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Slika 29. Prosjec¢ni faktor konverzije kod orade (S. aurata) tijekom istrazivanja
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5.5. Indeks kondicije (IK) lubina i orade

Indeks kondicije lubina racunan iz odnosa mase sa standardnom duljinom jedinki lubina
tijekom istrazivanog razdoblja kretao se u rasponu od 1,78 do 3,22 (Slika 30.). Prilikom
nasadivanja mladi u kaveze iznosio je 2,5. Najmanji indeks kondicije zabiljeZen je u svibnju

2021. godine dok je najveci zabiljeZen u sijecnju 2021. godine.
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Slika 30. Prosjecni indeks kondicije za jedinke lubina (D. labrax) racunat standardnom

duljinom jedinka

Indeks kondicije jedinki lubina, takoder je racunat iz odnosa mase lubina u odnosu na
njihovu ukupnu duljinu i kretao se tijekom istrazivanog razdoblja u rasponu od 1,33 do 2,28
(Slika 31.). Prilikom nasadivanja mladi u kaveze iznosio je 1,56. Najmanji indeks kondicije
zabiljezen je u svibnju 2021. godine, dok je najveci zabiljeZen u sije¢nju 2021. StatistiCkom
analizom uocena je statisticki znacajna korelacija izmedu indeksa kondicije i broja uginulih
jedinki tj. mortaliteta, r=-0,590, P=0,0248. S druge strane, statistickom analizom odnosa
izmedu indeksa kondicije lubina i njihove mase, standardne i ukupne duzine lubina nije uocena

statisticki znacajna korelacija.
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Slika 31. Prosje¢ni indeks kondicije za jedinke lubina (D. labrax) ra¢unan iz odnosa mase i

ukupne duljine lubina

Indeks kondicije racunan iz omjera mase sa standardnom duljinom kod jedinki orade
tijekom istrazivanog razdoblja (Slika 32.) kretao se u rasponu od 1,74 do 2,75. Prilikom
nasadivanja mladi u kaveze iznosio je 1,75. Najmanji indeks kondicije zabiljeZen je u rujnu

2020. godine, dok je najveéi zabiljezen u sije¢nju 2021. godine.
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Slika 32. Prosje¢ni indeks kondicije orade (S. aurata) racunan iz odnosa mase i standardne

duljine orade

Indeks kondicije, racunat iz odnosa mase s ukupnom duljinom, kretao se tijekom
istrazivanog razdoblja kod jedinki orade u rasponu od 1,03 do 2,02 (Slika 33.). Prilikom
nasadivanja mladi orade u kaveze iznosio je 1,03. Najmanji indeks kondicije zabiljeZen je u
svibnju 2020. godine dok je najveci zabiljezen u sijeCnju 2021. Statistickom analizom je
utvrdena pozitivna korelacija indeksa kondicije ra¢unanog u odnosu na standardnu r=0,575,
P=0,0241 i ukupnu duljinu jedinki orade r=0,586, P=0,0211. Takoder, uocena je statisti¢ki
znacajna korelacija izmedu indeksa kondicije orada i njihovih masa r=0,846, P=0,0000.
Medutim, statistiCkom analizom nije uocena statisticki znacajna korelacija izmedu indeksa

kondicije i broja uginulih orada (mortaliteta).
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Slika 33. Prosje¢ni indeks kondicije za jedinke orade (S. aurata) racunat iz odnosa mase i

ukupne duljine jedinke
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5.6. Prezivljavanje lubina i orade

Na slici 34. vidljivo je da je najveci mortalitet bio u mjesecu kada je mlad lubina nasadena
u kavez. Veoma mali mortalitet biljeZen je tijekom cijelog razdoblja istrazivanja. Na Kraju

istrazivanog razdoblja prezivljavanje je iznosilo 98,27 %.
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Slika 34. Prezivljavanje jedinki lubina (D. labrax) tijekom istrazivanog razdoblja
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Na slici 35. vidljivo je da je mali mortalitet biljeZen tijekom cijelog razdoblja istrazivanja.

Na kraju istrazivanog razdoblja prezivljavanje je iznosilo 87,8 %.
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Slika 35. Prezivljavanje jedinki orade (S. aurata) tijekom istrazivanog razdoblja

5.7. Mikrobioloska analiza morske vode na uzgajalistu i
kontrolnoj tocki

Rezultati mikrobioloske analize morske vode na uzgajalistu i kontrolnoj tocki prikazani su
u tablicama od 2. do 6. za ukupne koliforme, E. coli, enterokoke, heterotrofne bakterije, te
bakterije roda Vibrio, za svaku od ¢etiri dubine stupca morske vode (0,5 m, 6m i 12m ispod
povrsine i 0,5 m iznad dna) tijekom svih uzorkovanje u 2020. i 2021. godini.

Na uzgajali$tu je najvise ukupnih koliforma (Tablica 2.) utvrdeno na povrsini prilikom
uzorkovanja u srpnju 2020. godine, dok ih je najmanje bilo 0,5 m iznad dna, tijekom cijelog
istrazivanja. Na kontrolnoj to¢ki najvise ukupnih koliforma utvrdeno je prilikom uzorkovanja
u listopadu 2020. godine, na dubini 0,5 m iznad dna. Utvrdene vrijednosti ukupnih koliforma
na kontrolnoj tocki prilikom ostalih uzorkovanja ve¢inom su bile <10 MPN/100mL.

Usporedba rezultata ukupnih koliforma dobivenih na cetiri dubine uzorkovanja na
uzgajalistu i kontrolnoj tocki nije pokazala statisticki znacajne razlike (Kruskal-Wallis test, P
> 0,05) tijekom svih pet uzorkovanja. Na temelju toga, vrijednosti ukupnih koliforma su

objedinjene za stupac morske vode te je napravljena statisticka usporedba izmedu uzgajalista i
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kontrole (Mann-Whitney test), kao i izmedu provedenih uzorkovanja (Kruskal-Wallis test).
Tako je jedino u srpnju 2020. godine utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu broja ukupnih
koliforma u stupcu morske vode na uzgajalistu u odnosu na njihov broj na kontrolnoj tocki
(Mann-Whitney test, P=0,029). Usporedbom rezultata broja ukupnih koliforma za stupac
morske vode izmedu pojedinih uzorkovanja utvrdeno je da se vrijednosti statisticki razlikuju 1
na uzgajalistu (Kruskal-Wallis test, P=0,005) i na kontrolnoj toc¢ki (Kruskal-Wallis test,
P=0,010).

Tablica 2. Mikrobioloska analiza ukupnih koliforma (MPN/100mL) na uzgajalistu i kontrolnoj

tocki
Dubina Uzgajaliste Kontrolna to¢ka
7.2020. 10.2020. 2.2021. | 4.2021. | 7.2021. | 7.2020. 10.2020. 2.2021. | 4.2021. | 7.2021.
0,5 m ispod 1239 110 <10 <10 <10 <10 10 <10 <10 <10
povrsine
6m 410 243 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
12m 75 227 <10 <10 <10 <10 738 <10 <10 <10
0,5 miznad 10 <10 <10 <10 <10 <10 1467 <10 <10 <10
dna
AVESTDEV™ | 433,5+564,9 | 147,5£109,2 | 9,90 9,9+0 9,9+0 9,9+0 | 556,24697,5 | 9,9+0 9,940 9,940

AV+STDEV* - srednja vrijednost+standardna devijacija

Tijekom provedenog istrazivanja na uzgajalistu i na kontrolnoj tocki, na svim ispitivanim
dubinama, mikrobioloska analiza je pokazala jednake vrijednosti E. coli (<10 MPN/100mL) u
uzorcima morske vode sa uzgajalista i s kontrolne tocke, prilikom svih uzorkovanja (Tablica
3).

Tablica 3. Mikrobioloska analiza E. coli (MPN/100mL) na uzgajalistu i kontrolnoj tocki

bi UzgajaliSte Kontrolna toc¢ka
Dubina
7.2020. 10.2020. 2.2021. 4.2021. 7.2021. 7.2020. 10.2020. 2.2021. 4.2021. 7.2021.
0,5m
ispod <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
povrsine
6m <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
12m <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
0,5m
iznad <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
dna
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Isto tako, mikrobioloskom analizom broja enterokoka u stupcu morske vode na uzgajaliStu
i kontrolnoj tocki (Tablica 4.), tijekom svih uzorkovanja nisu utvrdene razlike broja enterokoka
(<10 MPN/100mL), s iznimkom u jednom uzorku na uzgajaliStu, u srpnju 2020. godine na
dubini 0,5 m ispod povrsine (10 MPN/100mL).

Tablica 4. MikrobioloSka analiza enterokoka (MPN/100mL) na uzgajalistu i kontrolnoj tocki

Dubi Uzgajaliste Kontrolna tocka
ubina
7.2020. 10.2020. 2.2021. 4.2021. 7.2021. 7.2020. 10.2020. 2.2021. 4.2021. 7.2021.
0,5m
ispod 10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
povrsine
6m <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
12m <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
05m
iznad <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
dna

Rezultati mikrobioloske analize broja heterotrofnih bakterija (HPC) na uzgajalistu (Tablica
5.) ukazali su na najvecéu brojnost (29000 CFU/mL) na dubini od 6 m prilikom uzorkovanja u
listopadu 2020. godine, dok je najmanja brojnost utvrdena na istoj dubini prilikom uzorkovanja
u travnju 2021. godine (50 CFU/mL). S druge strane, na kontrolnoj tocki (Tablica 5.) najvise
heterotrofnih bakterija utvrdeno je na dubini od 12 m tijekom uzorkovanja u srpnju 2021.
godine (39200 CFU/mL), a najmanje na istoj dubini tijekom uzorkovanja u travnju 2021.
godine (900 CFU/mL). Usporedbom HPC vrijednosti na pojedinim dubinama stupca morske
vode, za svako pojedino uzorkovanje, pokazala se uéestalija pojava statisticki znacajne razlike
HPC-a medu dubinama (4/5 uzorkovanja) na kontrolnoj tocki (P<0,05, Kruskal-Wallis test:
7.2020., 10.2020., 2.2021., 7.2021), nego (3/5 uzorkovanja) na samom uzgajalistu (P<0,05,
Kruskal-Wallis test: 10.2020., 4.2021., 7.2021).

Usporedbom rezultata HPC-a za morski stupac na uzgajalistu u odnosu na kontrolnu tocku
po pojedinim uzorkovanjima, statisti¢ki znacajna razlika utvrdena je jedino kod uzorkovanja u
travnju 2021. godine. Tada je HPC na kontrolnoj tocki bio statisti¢ki znacajno veci u stupcu
morske vode (Mann-Whitney test, P=0,015) na kontrolnoj to¢ki (2187,5£1691,3 CFU/mL)
nego na uzgajalistu (625+590,9 CFU/mL). Usporedbom vrijednosti HPC-a za stupac morske
vode izmedu pojedinih uzorkovanja Kruskal-Wallis testom utvrdena je statisticki znacajna

razlika na uzgajali$tu (P<0,001) kao i na kontrolnoj tocki (P<0,001).
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Tablica 5. Mikrobioloska analiza broja heterotrofnih bakterija (HPC) (CFU/mL) na uzgajaliStu

i kontrolnoj toc¢ki

UzgajalisSte Kontrolna tocka
Dubina
7.2020. | 102020. | 22021 | 42001 | 7.2021. | 7.2020. | 102020. | 2.2021. 4.2021. 7.2021.
0.5mispod | 55, 9800 1600 550 17550 5000 20500 36500 4500 11650
povrsine
6m 2800 29000 | 26600 50 2950 10050 10900 10700 950 20450
12m 1100 19000 9900 1450 8350 2300 8200 12500 900 39200
0.5 ’gr:;”ad 400 6300 200 450 20800 1100 1300 25200 2400 3850
avasTpEy« | 17755 | 160256 | 9575 | 625e | 124125+ | 46125+ | 10225+ 21225+ 21875+ | 187875+
12176 | 101739 | 121305 | 590,9 8221,7 3975 7953,8 12055,8 16913 | 1520424

AV+STDEV* - srednja vrijednost+standardna devijacija

MikrobioloSskom analizom uzoraka morske vode sa uzgajalista (Tablica 6.), utvrdeno je
najvise bakterija iz roda Vibrio prilikom uzorkovanjem u velja¢i 2021. godine na dubini od 6
m (500 CFU/mL), dok ih je najmanje bilo prilikom uzorkovanja u travnju 2021. godine pri dnu
(2 CFU/mL). Na kontrolnoj to¢ki najvise bakterija Vibrio (Tablica 6.) utvrdeno je
uzorkovanjem u velja¢i 2021. godine pri dnu (540 CFU/mL) dok ih je najmanje utvrdeno
prilikom uzorkovanja u srpnju 2021. godine na 6 m dubine, kada nisu izolirane iz uzorka
morske vode.

Usporedbom vrijednosti Vibrio spp. dobivenih na pojedinim dubinama za svako
uzorkovanje Kruskal-Wallis testom utvrdena je ucestalija (3/5 uzorkovanja) statisticki
znacajna razlika na kontrolnoj to¢ki (p<0,05, Kruskal-Wallis test: 7.2020., 10.2020., 2.2021.),
nego (2/5 uzorkovanja) na uzgajalistu (p<0,05, Kruskal-Wallis test: 2.2021., 7.2021.).

Usporedbom vrijednosti Vibrio spp. za vodeni stupac na uzgajalistu i kontrolnoj tocki po
pojedinim uzorkovanjima, utvrdena je statistiCki znacajna razlika prilikom uzorkovanja u
listopadu 2020. godine (Mann-Whitney test, P=0,050) i srpnju 2021. godine (P<0,001). U oba
slucaja, statisticki znacajno veci broj Vibrio spp. bio je na uzgajalistu.

Usporedbom vrijednosti Vibrio spp. za stupac morske vode izmedu pojedinih uzorkovanja
Kruskal-Wallis testom utvrdena je statisti¢ki zna¢ajna razlika na uzgajalistu (P<0,001), kao i

na kontrolnoj tocki (P<0,001).
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Tablica 6. Mikrobioloska analiza bakterija roda Vibrio (CFU/mL) na uzgajali$tu i kontrolnoj

tocki
Uzgajaliste Kontrolna toc¢ka
Dubina
7.2020. 10.2020. 2.2021. 42021. | 7.2021. 72020. | 102020. | 22021 | 42021. | 7.2021.
0,5 m ispod 90 66 240 63 11 10 15 310 19 1
povrsine
6m 268 170 500 5 9% 94 103 266 25 0
12m 68 57 209 20 27 300 30 240 20 15
0.5 ’gn';”ad 288 167 22 2 15 16 66 540 52 05
AVESTDEV" | 178,5+115,5 | 115+61,9 | 242,8+196,7 | 22,5¢28,1 | 37,3+39,8 | 105+135,5 | 53,5439,3 | 339+137,1 | 29+15,6 | 0,75+0,6

AV£STDEV* - srednja vrijednost+standardna devijacija

5.8. MikrobioloSka analiza vode iz bazena s mladi s
transportnog kamiona

Uzorci morske vode iz bazena s transportnog kamiona uzeti su u svibnju 2020. godine
prilikom dolaska mladi lubina, odnosno mladi orade na uzgajaliste. Istovremeno, uzeti su i
uzorci morske vode na uzgajalistu iz kaveza za nasad pristigle mladi. U Tablici 7. prikazani su
rezultati mikrobioloskih analiza uzetih uzoraka. Kako je vidljivo iz Tablice 7., postoji uo¢ljiva
razlika izmedu dobivenih vrijednosti analiziranih pokazatelja u morskoj vodi iz bazena s
transportnog kamiona i onih iz kaveza sa uzgajalista. lako su dobivene vrijednosti u uzorcima
iz bazena s mladi lubina i mladi orade visestruko veée u odnosu na vrijednosti istih pokazatelja
na uzgajalistu, temeljem provedene statisticke usporedbe dobivenih vrijednosti, razlike iako
postoje, nisu statisti¢ki znacajne (Mann-Whitney testom, P>0,05). Utvrdene razlike su vezane
na broj ukupnih koliforma, HPC i Vibrio kod oba uzorkovanja, kao i za broj E. coli izmedu

kaveza sa uzgajaliSta 1 bazena s transportnog kamiona.
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Tablica 7. Mikrobioloska analize vode sa uzgajalista i transportnog kamiona s mladi

Uzgajaliste - lubin

UzgajaliSte - orada

Kamion - lubin

Kamion - orada

5.2020. 5.2020. 5.2020. 5.2020.
U.koliformi
(MPN/100mL) <10,0:0 10,040 150,0+15,6 20,010,
E.coli
(MPN/100mL) <10,0+0 <10,0+0 74,0+14,1 <10,0+0
Enterokoki
(MPN/100mL) <10,0+0 <10,040 <10,040 <10,0+0
HPC (CFU/mL) 100+28,3 75000+7071,1 140000+28284.3 180000282843
Vibrio (CFU/mL) 5+14 22428 20000 50141

5.9. Rezultati MALDI-TOF

Identifikacijom izoliranih bakterija iz uzoraka morske vode s uzgajalista i kontrolne tocke s
pomoc¢u MALDI-TOF-a utvrdena je prisutnost pojedinih vrsta bakterija u morskoj vodi na
razli¢itim dubinama. U Tablici 8. prikazane su identificirane vrste na tockama uzorkovanja na
razli¢itim dubinama (0,5 m, 6 m i 12 m ispod povrsine i 0,5 m iznad dna). Na kontrolnoj tocki
najvise je bakterija identificirano na povrs$ini (7 vrsta), dok ih je najmanje identificirano na 6
m dubine. Gotovo sve identificirane bakterije na kontrolnoj toc¢ki na 0,5 m ispod povrsSine su
iz roda Vibrio, osim jedne koja pripada rodu Staphyloccocus. Na 6 m dubine kontrolne tocke

identificirane su dvije bakterije roda Vibrio i jedna iz roda Pseudomonas.

Tablica 8. Identificirane vrste na dubinama uzorkovanja na kontrolnoj tocci i1 uzgajaliStu

kontrola uzgajaliste

vrsta 9,5 m 9,5 m 9,5 m 9,5 m

ispod 6m 12m iznad ispod 6m 12m iznad

povrsine dna povrsine dna
V. pomeroyi + + + + + + + +
V. tasmaniensis + + + +
V. gigantis + - - - + - -
V. parahaemolyticus + - - - + - - -
V. chagasii + - + - + - -
V. fortis + - - + - +
V. harveyi - - + - + + .
V. alginolyticu - - - - + - - -
V. rotiferianus - - - - - + - i,
P. mucidolens - + - - - - - -
S. hominis + - - - - - - -
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Na uzgajaliStu na svim dubinama identificirane su samo bakterije roda Vibrio. Najvise
razli¢itih bakterija roda Vibrio na uzgajalistu je bilo na 0,5 m ispod povrsine, dok ih najmanje
na 0,5 m iznad dna. Promatrano za stupac morske vode (Tablica 9.), u uzorcima morske vode
s kontrolne tocke identificirana su tri bakterijska roda. U uzorcima dominira rod Vibrio, a
slijede ga bakterije iz rodova Pseudomonas i Staphyloccocus s po jednom vrstom P.
mucidolens i S. hominis. S druge strane, u uzorcima morske vode s uzgajalista identificiran su
samo bakterije iz roda Vibrio. lako je broj identificiranih vrsta u uzorcima sa uzgajalista devet,
a onih s kontrolne to¢ke osam, uzorci se medusobno razlikuju po zastupljenim vrstama. Tako
su u uzorcima s uzgajaliSta utvrdeni V. alginolyticus i V. rotiferianus, dok je u uzorcima s

kontrolne tocke utvrden V. parahaemolyticus.

Tablica 9. Identificirane vrste pomo¢u MALDI-a na kontrolnoj toc¢ki i na uzgajalistu

Vrsta kontrola uzgajaliste
V. pomeroyi + +
V. tasmaniensis

V. pomeroyi

V. gigantis

V. parahaemolyticus
V. chagasii

V. fortis

V. harveyi

V. alginolyticus

V. rotiferianus -
P. mucidolens
S. hominis + -

+ |+ |+

+ |+ |+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+ |+
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6. Rasprava

Uzgoj ribe u marikulturi u Jadranskom moru temelji se na nasadu mladi tijekom proljeca u
kaveze, u kojima se ona uzgaja do konzumne veli¢ine (200 g). Zbog nedostatka mladi u
Hrvatskoj, ona se najceS¢e uvozi iz Francuske i Italije. Na sami uzgoj utjece veliki broj
¢imbenika, a 0 njima ovisi trosak proizvodnje te njezina isplativost. Zna¢ajnu ulogu imaju
abioticki ¢imbenici poput temperature, koja utjeCe na metabolizam jedinki u uzgoju, sto je
posljedi¢no povezano s koli¢inom hrane koju jedinke konzumiraju, ali utjecaj ima i koli¢ina
otopljenog kisika u moru, salinitet, kao i dob jedinki u uzgoju (Laiz-Carrion i sur., 2005).
Spermanovom korelacijom utvrdena je korelacija izmedu temperature mora i kolic¢ine
otopljenog kisika u moru. Utjecaj temperature mora na koli¢inu otopljenog Kisika utvrden je i
u prethodnim istrazivanjima, U kojima je kisik pri visokim temperaturama postao
ogranicavajuci faktor zbog smanjene topljivosti u vodi (Lanari i sur., 2002). Temperatura mora
utjece na koli¢inu hrane koja se koristi prilikom ishrane jedinki. Tijekom istrazivanog razdoblja
temperatura morske vode kretala se u rasponu od 11,0 do 24,8 °C, $to je bilo u skladu s
prijasnjim istrazivanjem koje je provedeno na uzgajalistu Veli Bok kod otoka Cres. Brzi rast
jedinki bio je u toplijem dijelu godine zbog optimalnih uvjeta, te ujedno veée konzumacije
hrane. Optimalna temperatura za uzgoj lubina je oko 25 °C (Diiglera i sur., 2012), dok je za
oradu izmedu 22° 1 26 °C (Brigolinia 1 sur., 2008). Kao 1 tijekom prethodnog istrazivanja u
uvali Veli Bok, tijekom zimskih mjeseci jedinke lubina i orade stagnirale su s rastom (Novosel,
2019). Jedinke su ponovo pocele dobivati na svojoj masi u svibnju, kada je temperatura mora
dostigla 15,8 °C. Do kraja istrazivanog razdoblja jedinke lubina i orade gotovo su postigle
konzumnu masu od 200 g. Faktor konverzije za jedinke lubina u istrazivanom razdoblju kretao
se u rasponu od 0,21 do 1,53, te je bio manji u odnosu na istrazivanje tijekom 2017. i 2018.
godine (0,36-2,35) (Novosel, 2019). Kod jedinki orade faktor konverzije se kretao u rasponu
od 0,41 do 1,38, sto je takoder manje nego u prijasnjem istrazivanju (0,02-2,07). Ovaj faktor
ukazuje na stanje organizama u uzgoju pod utjecajem okoli$nih uvjeta (Pampanin i sur., 2005).
Indeks kondicije kod lubina kretao se u rasponu 1,78 do 3,22, dok se kod orade kretao u rasponu
od 1,74 do 2,75. U ovom istrazivanju, indeks kondicije je raunat iz omjera mase jedinKi i
standardne duzine uzorkovanih jedinki i iz omjera mase jedinki i ukupne duzine uzorkovanih
jedinki. Standardna duZzina koriStena je prvenstveno zbog mogucénosti usporedbe dobivenih
rezultata s rezultatima drugih istrazivanja, buduci da se ona ¢es$ce Koristi u takvim izra¢unima.
Indeks kondicije racunat s ukupnom i standardnom duljinom ukazuje na jaku pozitivnu

korelaciju, iako usporedbom dobivenih rezultata ukupne i standardne duljine dolazi do razlika
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u vrijednostima. U prethodno provedenom istrazivanju, na ovom uzgajalistu u uvali Veli Bok,
indeks kondicije za jedinke lubina bio je gotovo jednak (1,71 —3,01) kao i u ovom istrazivanju,
a za jedinke orade bio je nesto veci (2,51-3,31) (Novosel, 2019). Do kraja razdoblja istrazivanja
prezivljavanje lubina iznosilo je 98,27 %, dok je kod orada bilo 87,8 %. Ostvareni rezultati
prezivljavanja su u skladu s o¢ekivanim prezivljavanjem koje do konzumne veli¢ine iznosi 80-
85 % (Katavi¢ i sur., 2005). Podaci o prezivljavanju jedinki ukazuju na optimalnu gustocu
nasada na uzgajalistu, koja ima utjecaj na prezivljavanje te vodenju brige o higijenskim
mjerama (Cistoa mreznog tega). Takoder, tijekom istrazivanja nije bila zabiljezena bolest koja
bi uzrokovala mortalitet te na taj na¢in utjecala na rezultate prezivljavanja.

Osim abioti¢kih faktora, u uzgoju je vazna i mikrobioloSka kvaliteta morske vode zbog
koje je radena mikrobioloska analiza. Opcenito u vecini studija o ekologiji vodenih
mikroorganizama djelomi¢no su obuhvaceni ekosustavi akvakulture, bilo vodeni stupac, bilo
sediment (Martins i sur., 2018; Duarte i sur., 2019). Vodeni stupac sadrzava veliki postotak
svojti koje su povezane sa zdravljem (Kolda i sur., 2020). Losa kvaliteta vode, te stres kod
jedinki u uzgoju negativno utjeCe na njihov rast i razvoj pa i na pojavu bolesti te posljedi¢no
na mortalitet (Watts i sur., 2017). Od bolesti koje su znac¢ajne za uzgajane vrste, takvi losi uvjeti
uzgoja u marikulturi, pogoduju razvoju vibrioze, pestereloze te miksobakterioze. Kvalitetu
vode takoder naruSava zaostala hrana, tj. otpad iz marikulture, $to ne pogoduje rastu ribe (Wei
i sur., 2020), ali potice rast mikroorganizama (Hazari i sur., 2017). Visoka temperatura morske
vode takoder potice rast bakterija (Kapetanovic i sur., 2017), koji na taj na¢in dodatno doprinosi
pogorSanju same kvalitete vode u uzgoju. To je takoder utvrdeno u istrazivanju koje je
provedeno u Indiji u kojem su znanstvenici uoéili pozitivnu korelaciju temperature mora i broja
bakterija u morskoj vodi (Hazari i sur., 2017).

Mikrobiolo§skom analizom uzoraka morske vode, tijekom svih uzorkovanja, na obje postaje
uzorkovanja, uzgajali$tu i kontrolnoj tocki, vrijednosti E. coli i enterokoka su bile utvrdene u
broju manjem od 10 MPN/100mL. E. coli koristi se kao pokazatelj fekalnog zagadenja i njena
povecana koncentracija u morskoj vodi moze predstavljati opasnost za zdravlje ljudi prilikom
konzumacije kontaminirane hrane (Ng i sur., 2018). Mikrobioloska kontaminacija, koja utjece
na zdravlje ljudi, uzrokuje ujedno i znacajne gospodarske gubitke (Kim i Lee, 2017).
Enterokoki, takoder ukazuju na higijensku ispravnost morske vode, te je njihov broj u visokoj
korelaciji s prisutnosti patogenih bakterija. Zbog male prisutnosti oba ova pokazatelja fekalnog
zagadenja u uzorcima analizirane morske vode, na razli¢itim dubinama, ona je bila higijenski

odgovarajuca za uspjeSan uzgoj.
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Najvise ukupnih koliforma je utvrdeno na uzgajalistu na povr$ini, a najmanje na dnu
morskog stupca, dok ih je na kontrolnoj to¢ki najviSe utvrdeno na dnu. Takoder utvrdena je
statisticki znacajna razlika broja ukupnih koliforma na kontrolnoj tocki prilikom pojedinih
uzorkovanja. Ukupni koliformi jos su jedan od pokazatelja kakvo¢e morske vode. Uobicajeno
se nalaze u tlu, slatkoj i morskoj vodi, te primarno nisu patogeni. Mikrobioloskom analizom
uzoraka morske vode na razli¢itim dubinama, na uzgajaliStu i na kontrolnoj tocki, statisticki
znacajna razlika broja heterotrofnih bakterija utvrdena je gotovo prilikom svih (4/5)
uzrokovanja na kontrolnoj tocki, $to ukazuje na manje oscilacije broja heterotrofnih bakterija
u stupcu morske vode na uzgajalistu.

Heterotrofne bakterije dobar su pokazatelj obogaéenja organskom tvari, te postoji pozitivna
korelacija njihovog broja s gustocom ribe te koli¢inom organske tvari (Kapetanovi¢ i sur.,
2011). U provedenom istrazivanju u srednjem Jadranu povecani broj heterotrofnih bakterija
pratio je i poveci broj ukupnih koliforma, a broj E. coli se nije mijenjao (Kapetanovié, 2011).
Bakterije roda Vibrio analizirane su zbog procjene mogucénosti zaraze u riba, $to je moguce
kada su prisutne u ve¢oj koncentraciji u okolnoj morskoj vodi. Osim $to bakterije iz roda Vibrio
uzrokuju bolest vibriozu kod riba, posljedi¢no uzrokuju i velike ekonomske gubitke u
akvakulturi. U jadranskoj regiji upravo je vibrioza jedna od naj¢esc¢ih bakterijskih bolesti kod
riba u uzgoju (Gavrilovi¢ i sur., 2018). Do pojave vibrioze ne¢e do¢i ako se uzro¢nik nalazi u
morskoj vodi u maloj koncentraciji (Kim i Lee, 2017). Naj¢eS¢e prisutne vrste su: V.
alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. cholerae te V. vulnificus (Kapetanovic¢ i sur., 2013), od
kojih su prve dvije vrste utvrdene tijekom ovog istrazivanja u uzorcima morske vode. Uzro¢nik
bolesti se u ve¢oj koncentraciji u morskoj vodi nalazi tijekom ljetnih mjeseci, zbog optimalnije
temperature za rast bakterija. U istraZivanju, najviSe bakterija roda Vibrio na uzgajalistu
utvrdeno je uzorkovanjem u lipnju 2021. godine na dubini od 6 metara, dok ih je najmanje
utvrdeno uzrokovanjem u travnju 2021. godine na dnu. Na kontrolnoj tocki najvise bakterija
roda Vibrio bilo je utvrdeno uzrokovanjem u travnju 2021. godine, dok ih je najmanje bilo u
srpnju 2021. godine na 6 metara dubine. Temeljem provedene statisti¢ke usporedbe dobivenih
vrijednosti bakterija roda Vibrio na Cetiri dubine uzorkovanja na kontrolnoj tocki, uocena je
statisticki znacajna razlika izmedu dubina stupca morske vode na kontrolnoj tocki prilikom
svih uzorkovanja tijekom 2020. godine.

Identifikacijom izoliranih bakterija s pomo¢u MALDI-TOF uredaja, utvrdena su tri roda
bakterija u uzorcima morske vode s uzgajalista i s kontrolne tocke. Na uzgajalistu je
identificirano 9 vrsta bakterija u uzorcima morske vode, a sve iz roda Vibrio. Na kontrolnoj

tocki utvrdeno je 10 vrsta bakterija u uzorcima morske vode, a koje ve¢inom takoder pripadaju
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rodu Vibrio. Ostale identificirane bakterije pripadaju rodu Pseudomonas i Staphyloccocus.
Raznolikost bakterijskih vrsta koje su prisutne u morskoj vodi ovisi 0 njenoj kakvo¢i na samom
uzgajali$tu (Onianwah i sur., 2018). U uzorcima morske vode, na uzgajalistu i kontrolnoj tocki
utvrden je V. harveyi, dok je na uzgajalistu utvrden jo$ i1 V. alginolyticus. Prethodnim
istraZivanjima je uoc¢eno da ove dvije vrsta iz roda Vibrio u posljednje vrijeme uzrokuju
vibriozu kod riba u uzgoju (Kapetanovi¢ i sur., 2013). V. harveyi prema nedavnim
istrazivanjima ujedno je jedan od uzro¢nika gubitaka u uzgoju lubina u Mediteranu (Vendramin
I sur., 2016). Mikrobioloskom analizom koze lubina na istom uzgajalistu u uvali Veli Bok
utvrdena je prisutnost bakterija roda Vibrio i Pseudomonas (Ramljak, 2020). Od roda Vibrio
najveci udio je Cinila vrsta V. alginolyticus (17,9 %), a odmah iza nje je bila vrsta V. harveyi
(14,3 %) (Ramljak, 2020). Identifikacijom MALDI-TOF nisu identificirane bakterije roda
Aeromonas, koje se ¢esto mogu izolirati u niskim koncentracijama kod jedinki lubina i orade
U uzgoju, zajedno s patogenima poput Vibrio spp. (Martino i sur., 2011). Takoder, nije
identificiran uzroénik pastereloze niti mikobakterioze, jer postoji moguénost da tih rodova
bakterija uopée nema u ovim uzorcima, obzirom da i mikrobioloski pokazatelji kakvoce
morske vode ukazuju kako je ona izvrsne kakvoce, a veéi mortalitet nije zabiljezeni tijekom

0vo(g istrazivanja.
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7. Zakljucak

S obzirom na pracene relevantne abioticke ¢imbenike uzgoja lubina i orade mozemo
zakljuciti da su oni povoljni za komercijalni uzgoj ovih dviju vrsta na uzgajalistu Veli Bok, na
otoku Cresu. To potvrduju optimalan rast i zadovoljavaju¢a konverzija hrane, a trzi$na kvaliteta
ribe potvrdena je dobrom kondicijom obiju vrsta tijekom uzgoja.

Takoder, tijekom istrazivanja nije zabiljeZena bolest koja bi uzrokovala mortalitet te na taj
nacin utjecala na rezultate prezivljavanja.

Buduc¢i da su mikrobioloskom analizom uzoraka morske vode, tijekom svih uzorkovanja,
vrijednosti E. coli i enterokoka bile utvrdene u broju manjem od 10 MPN/100mL mozemo
zakljuciti da je na kaveznom uzgajaliStu utvrdena izvrsna kakvoéa vode prema Uredbi o
kakvo¢i vode za kupanje (Narodne novine br. 51/14).

lako su na uzgajalistu identificirane potencijalno patogene bakterije njihova mala
koncentracija nije dovoljna da dovede do pojave bolesti.

Provedeno istrazivanje i analize potvrduju dobar izbor lokacije za uzgoj lubina i orade i

zadovoljavaju¢i menadZzment na uzgajaliStu.
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