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POJAVA NOVIH OBOLJENJA
RIBA NA PODRUCJU SRBIJE

SVETLANA JEREMIC, VLADIMIR RADOSAVLIJEVIC
Naucni institut za veterinarstvo Srbije, Vojvode Toze 14, 11000 Beograd, Srbija

OUTBREAK OF NEW FISH DISEASES IN SERBIA

Abstract

For both aquaculture production and restocking or enhancement of wild stocks, there
is a substantial international trade in live fish and eyed eggs. The major reasons for this
international trade are: year-round egg availability, the availability of improved fish-
stocks through selective breeding, lack of conditions for egg production, market expan-
sion by breeders and egg producers. Unfortunately, this is one of major routes for spread
of diseases. During last two years, several diseases were diagnosed for the first time in
Serbia: EHN, IPN, RMS, Janthinobacterium lividum caused disease of rainbow trout,
and Rhabdovirus carpio was isolated from rainbow trout. Based on presented facts, it
is possible to conclude that present control measures are inadequate, and we can expect
further increase of disease outbreaks.
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UvVOD

lako je uocljiv ubrzani razvoj akvakulture, ona se jo§ uvek suoCava sa problemi-
ma koji mogu uticati na njenu odrzivost. Zarazne bolesti izazvane virusima, bakteri-
jama i parazmma predstavljaju stalnu pretnju, pa se sa intenziviranjem akvakulture
ocekuje i proporcionalno povecanje ucestalosti pojave bolesti. lako lokalni patogeni,
neodgovarajuca tehnologija gajenja, faktori zivotne sredine i lo§ kvalitet vode nas-
tavljaju biti najces¢i uzrok pojave oboljenja kod uzgajanih riba, transfer patogena pri
medunarodnoj trgovini zivim ribama i njihovim produktima predstavlja skriveni uzrok
mnogih velikih epizootija.

U svrhu zdravstvene zastite riba, na teritoriji Republike Srbije se vrsi kontinuirano
klinicko prac¢enje zdravstvenog stanja i laboratorijska dijagnostika bolesti riba, u skladu
sa Zakonom o zdravstvenoj zastiti Zivotinja RS i podzakonskim aktima.

Autori ovog rada su prate¢i epizootiolosku situaciju, pojavljivanje i rasprostran-
jenost zaraznih bolesti riba tokom prethodne dve godine utvrdili pojavu novih bolesti
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u ribnjackim populacijama riba na teritoriji Republike Srbije: utvrdena je pojava epi-
zootske hematopoezne nekroze (EHN), zarazne nekroze gusterace (ZNG), sindroma
crvenih pega (RMS), oboljenja kalifornijske pastrmke izazvanog sa Janthinobacter liv-
idum, 1 izolovan je Rhabdovirus carpio iz kalifornijske pastrmke. lako je ZNG dijag-
nostikovan prvi i jedini put dijagnostikovan 1989. kod uvezene kalifornijske pastrmke,
njegova pojava nakon gotovo dve decenije se moze smatrati novom, tim pre $to je obo-
ljenje utvrdeno u daleko ve¢em obimu.

MATERIJAL I METODE

Bakterioloska ispitivanja obavljena su zasejavanjem iz promenjenih unutrasnjih orga-
na, koZe i $krga na standardne i specifi¢ne hranljive podloge. Nakon 48" izvrSen je pregled
kolonija na oblik, boju, granulisanost, mukoznost, hrapavost i hemoliticnost. Determinaci-
ja izolovanih bakterija izvrSena je na osnovu morfoloskih i biohemijskih karakteristika.

Kao materijal za izolaciju virusa koristili smo $krge i parenhimatozne organe koji su
pripremljeni za virusoloska ispitivanja standardnom metodom. Ukratko, pulirani paren-
himatozni organi i $krge su homogenizovani sa MEM-om i centrifugirani na 2500 x g,
20 minuta. Za izolaciju, supernatanti su inokulirani na 24 sata stare kulture EPC, FHM,
RTG-2 i BF-2 ¢elijskih linija. Inokulisane kulture su inkubirane na 15 - 20°C, tokom 7
dana i svakodnevno ih posmatrali na pojavu citopatogenog efekta. Identifikacija virusa
je vrsena PCR, ELISA testom i testom fluorescentnih antitela.

REZULTATI I DISKUSIJA
U toku dvogodisnjeg ispitivanja utvrdena su slede¢a oboljenja:

1. Zarazna nekroza gusterace (ZNG/IPN) - akutno, infektivno, veoma kontagio-
zno oboljenje pastrmskih riba koje se klinicki manifestuje u prvih 20 nedelja od pocetka
ishrane, naglom pojavom uginuca (10-90%), pri cemu mortalitet zavisi od vise faktora,
kao §to su soj virusa (M cA 11i sterand O wens, 1995), domacin i uslovi sredine (D
obosandRoberts, 1983). Uzrocnik oboljenja je Aquabirnavirus, iz familije Birna-
viridae(DobosandRoberts, 1983). Najvazniji izvor zaraze su bolesne ribe i one
koje ostaju dozivotne kliconose nakon $to prebole infekciju. Kliconose virus izlu¢uju
fecesom i polnim produktima. Otkrivanje takvih nosilaca je vazan podatak za kontrolu
bolesti, jer se virus pored horizontalnog, prenosi i vertikalnim putem, preko ikre (Ahne
etal. 1989;AhneandNegele, 1985 Dorsonand Torchy, 1985), a povrSinska
dezinfekcija ikre nije u potpunosti efikasna u preveniranju ovog nacina prenosenja (B u
I1ocketal 1976). Zbog Steta koje nastaju u proizvodnji pastrmki i vetikalnog preno-
Senja, Medunarodni ured za epizootije (OIE) i Zakon o veterinarstvu Republike Srbije
su uvrstili ZNG na listu bolesti obaveznih za prijavljivanje.

Oboljenje je u Srbiji prvi put utvrdeno 1989. godine i nije se javljalo sve do 2007.
godine, kada je bolest utvrdena na jednom pastrmskom ribnjaku u ma¢vanskom okru-
gu, kod obolele mladi kalifornijske pastrmke, poreklom od oplodene ikre uvezene iz
SAD. Ve¢ 2008. godine oboljenje je dijagnostikovano na tri pastrmska ribnjaka u Zla-
tiborskom, Mac¢vanskom i Pirotskom okrugu, kod obolele ovogodisnje i1 jednogodisnje
pastrmske mladi. U svim sluc¢ajevima se radilo o klinicki manifestnom oboljenju sa vi-
sokim mortalitetom mladi kalifornijske pastrmke. Obolela mlad je pokazivala znake po-
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remecaja plivanja na karakteristi¢an, gréevit, spiralan i vrtlozni nacin, pracen periodima
u toku kojih je mirovala na dnu bazena, u stanju iscrpljenosti. Kod obolelih riba zapa-
Zena je tamna pigmentisanost tela, oteCenost abdominalne regije i umeren egzoftalmus.
U trbusnoj Supljini prisutna crvena serozna teCnost. Jetra i slezina su blede boje, a Zu¢ni
mehur prosiren. Zeludac i creva su bez hrane ispunjeni velikom koli¢inom sluzavog
sadrzaja. Za izolaciju virusa korisé¢ene su RTG-2, EPC, FHM ¢elijske kulture stare 24"
Inokulisane kulture su inkubirane na 15°C tokom 7 dana i svakodnevno posmatrane na
pojavu citopatogenog efekta (CPE). Nakon pojave CPE vrSena je identifikacija virusa
ELISA testom i testom indirektne imunofluorescencije (IFAT). RT-PCR je dokazano
prisustvo nukleinske kiseline virusa zarazne nekroze gusterace.

2. Epizootska hematopoezna nekroza (EHN) - akutno virusno oboljenje grgeca, ka-
lifornijske pastrmke, soma i iktalurida izazvano Iridovirusima iz roda Ranavirus. Bolest
izazivaju tri slicna virusa: virus hematopoezne nekroze (EHNV), virus evropskog soma
(ESV) i virus americkog somié¢a (ECV). Bolest se karakteriSe hemoragijama, edemima
i nekroti¢nim promenama jetre, slezine i hematopoeznog tkiva bubrega. Epizootska he-
matopoeticna nekroza je prvi put dokazana kod grgeca (Perca fluviatilis) 1986. godine
uAustraliji (Langdonand Hump hrey, 1987). Nakon pojave bolesti izazvane sa
EHNYV u Australiji 1986. godine, epizootska hematopoezna nekroza je utvrdena u Fran-
cuskoj kod Ictalurus melas (P o z e t et al. 1992), u Nemackoj kod Silurus glanis (Ahne
etal. 1990; Ahneetal. 1989), Danskoj(Blochand Larsen, 1993) 1 Finskoj (Ar1i
eletal. 1999; Tapiova araetal 1998). Oboljenje se javlja kod svih starosnih kate-
gorija riba.. Pored grgeca oboljeva kalifornijska pastrmka, somovi i americki somi¢. Sa-
ranske vrste riba nisu osetljive na EHN virus. Zbog $teta koje nastaju u proizvodnji riba,
Medunarodni ured za epizootije (OIE) je uvrstio EHN na listu opasnih bolesti obaveznih
za prijavljivanje. U 2008. godini je utvrden visok mortalitet jednogodisnje i dvogodisn-
je mladi ameri¢kog somica na jednom Saranskom ribnjaku u letnjem periodu. Uginuca
americkog somica su zapocela sredinom avgusta meseca kada su spoljasnje temperature
iznosile od 30 do 36°C, a temperature vode oko 28°C. Uginuce je trajalo do sredine sep-
tembra meseca. Tom prilikom uginulo je oko 6 tona americkog somica. Nije bilo uginuca
Sarana. Za laboratorijska ispitivanja uzeto je 20 primeraka jednogodisnje i dvogodisnje
mladi ameri¢kog somica sa slede¢im klinickim simptomima: uve¢anje abdomena, ble-
dilo skrga, tackasta i difuzna krvarenja po ventralnom delu trbuha, petehijalna krvarenja
po perajima, prolabiran i zacrvenjen anus. Takode iz istog jezera uzeto je 10 primeraka
dvogodisnje mladi Sarana bez ikakvih klinic¢kih simptoma bolesti. Za izolaciju virusa ko-
riS¢ene su EPC i FHM ¢elijske kulture stare 24 ¢asa. Inokulisane kulture su inkubirane na
20°C, tokom 7 dana i svakodnevno posmatrane na pojavu citopatogenog efekta (CPE).
Nakon 48" je doslo do pojave CPE, a PCR sa specifi¢nim prajmerima dokazano je pri-
sustvo nukleinske kiseline ECV virusa. Ovo je prvi objavljeni slu¢aj pojave epizootske
hematopoezne nekroze u Srbiji i prva izolacija ECV iz americkog somica.

3. Oboljenje kalifornijske pastrmke izazvano sa Janthinobacterium lividum

Janthinobacterium lividum je gram-negativna Stapicasta bakterija, pripadnik fami-
lije Oxalobacteraceae. Tipi¢ne 1 atipi¢ne forme J. lividum se smatraju normalnom mi-
kroflorom vode i tla (S n e ath, 1984). Medutim, poznato je nekoliko slucajeva pojave
oboljenja kalifornijske pastrmke izazvanog ovom bakterijom, sa mortalitetom oko 30%
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(Austinetal. 1992, Austinetal 2003), a zabelezeni su i slucajevi infekcije ljudi
sa smrtnim ishodom (Patijanasoontornetal, 1992).

Tokom decembra 2007., na jednom pastrmskom ribnjaku je utvrdeno povecano
uginuée jednomesecne mladi kalifornijske pastrmke (oko 20%), tezine 0,5-1,0 g, sa
letargijom, ishemijom $krga, tamnijom pigmentacijom koze i uve¢anjem abdomena. Pa-
toanatomskim pregledom je utvrden otok bubrega, ishemija jetre i slezine, a u trbusnoj
Supljini je bila prisutna umerena koli¢ina prozirne tec¢nosti.

Homogenati bubrega, jetre i slezine jednomese¢ne mladi kalifornijske pastrmke
su zasejani na krvni agar, Miler-Hinton agar, triptoza soja agar, Rimler-Shotts agar,
KDM-2. Inkubacija je vrSena u aerobnim uslovima na temperaturi od 20°C. Nakon 72"
je uoceno prisustvo zelatinoznih, ljubicastih kolonija. Na osnovu morfoloskih, fiziolo-
skih i biohemijskih karakteristika izolovana bakterija je identifikovana kao Janthino-
bacterium lividum. Ovo je prvi slucaj pojave oboljenja kalifornijske pastrmke izazva-
nog sa Janthinobacterium lividum u Srbiji.

4. Sindrom crvenih pega kalifornijske pastrmke - Sindrom crvenih pega (red
mark syndrome, RMS) je subhroni¢no, nefatalno zapaljensko kozno oboljenje kalifor-
nijske pastrmke (Verner—Je ffrey s etal 2006). Morbiditet je do 80%, a obol-
jenje zahvata ribe veli¢ine od 15 cm duzine do mati¢nih primeraka (P o n d, 2007). Do
uginuca kao posledice ovog sindroma ne dolazi, ali prisustvo koznih lezija rezultira
nizom kategorizacijom ili odbacivanjem riba u prometu. Rezultati istrazivanja ukazuju
da je stanje infektivne etiologije, ali uzro¢nik nije definitivno dokazan (Ferguson
etal. 2006; Verner—Jeffreysetal., 2008). Tokom maja 2008. godine na jednom
ribnjaku je utvrdena pojava RMS kod kalifornijske pastrmke duzine 15-20 cm koja je
uvezena nakoliko meseci ranije iz Bosne i Hercegovine. Na obolelim primercima je
uoceno prisustvo crvenih, jasno ogranicenih, ulceroznih lezija po kozi, precnika oko 3
cm ili veée. Patohistoloski je utvrden fokalni negnojni dermatitis sa jakom limfocitnom
infiltracijom. Uprkos sveobuhvatnim parazitoloskim, bakterioloskim, mikoloskim, vi-
rusoloSkim analizama, potencijalni etioloSki agens nije izolovan iz obolelih riba. Tri
nedelje nakon antibiotske terapije, klinicki simptomi RMS su nestali. Ovo je prvi slucaj
pojave sindroma crvenih pega u Srbiji.

5. Infekcija kalifornijske pastrmke sa Rhabdovirus carpio - Rhabdovirus carpio
je uzrocnik proleéne viremije Sarana. Saran je najvaznija ugrozena vrsta u svim staro-
snim kategorijama, iako oboljevaju i druge ciprinidne vrste riba.

U januaru 2008. godine kod jednomesecne mladi kalifornijske pastrmke poreklom
od uvezene oplodene ikre, kod koje je primecen poveéan mortalitet bez klinickih simp-
toma bolesti, i kod jednogodisnje mladi koja je poticala iz uvoza izolovan je i identifi-
kovan virus proleé¢ne viremije Sarana. Za izolaciju virusa su koris¢ene FHM (fathead
minnow) 1 EPC (epithelioma papulosum cyprini) ¢elijske linije, a identifikacija je vrSe-
na PCR, ELISA testom i testom indirektne imunofluorescencije (IFAT).

ZAKLJUCCI

Zarazne bolesti predstavljaju stalnu opasnost pri gajenju riba. Klinicki su manifestne
i eksplozivnog toka, tako da je njihovo ucesce u patologiji i ekonomic¢nosti proizvodnje
od izuzetnog znacaja. Njihovo Stetno delovanje ispoljava se u pove¢anom morbiditetu
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1 mortalitetu, slabljenju organizma riba, smanjenom prirastu, slabijem iskori§¢avanju
hrane i nedostatku nasadnog materijala. Pojava veéeg broja oboljenja koja se ranije
nisu javljala upozorava da mere koje se preduzimaju u cilju zastite zdravstvenog stanja
riba nisu dovoljne. S obzirom da vecina novoutvrdenih oboljenja izaziva visok mor-
talitet, potrebno je uloziti dodatni napor u cilju odrzanja zdravstvenog statusa ribnjackih
populacija kroz primenu efikasnih biosigurnosnih mera, i to prvenstveno pri kupovini
oplodene ikre i mladi izvan Srbije.
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