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ABSTRACT

A forty three day feeding trial was conducted oraleating the effects of different
concentrations of oligosaccharides derived fromraatné" on juvenile chub $qualius
cephalusLinnaeus, 1758) (initial weight 7,4 g). In thesbhdiet (28,7% CP) was added
Natramuné&" at levels of 1%, 3% and 5% to determine the effectlevels of malondialdehyde
(MDA) in muscle tissue. The research results ingichat the inclusion of immunostimulans in
the feed variably affected malondialdehyde conegioins in muscle tissue of fish. The lowest
level of MDA was observed in the group fed with IBXl) of immunostimulans. Exposure to
stress, disease in the experimental stage, poptatttm to feed and mortality of fish during the
feeding trials could be related to the high vatigbof results within and between experimental

groups.
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1. UvOD

Uvjeti u komercijalnoj akvakulturiéesto uklj@uju stanja visokoga stresa, primjerice visoke
gust@e nasada, manipulativne radnje (sortiranje, indncimmrijest, vakcinacija, transport),
poremeéaje u zivotnoj sredini (akumulacija otpada, probfgja flore i faune, razine kisika,
temperatura), izlozenost suncu, itd. Takva staigsto pomazu ulazak raznim patogenima u
uzgajani organizam. N&&i oblik prevencije i zasStite u komercijalnoj akvdikui je uporaba
antibiotika. Metutim, antibiotici mogu izazvati bioakumulaciju ubliem tkivu, slabljenje
imunosnog sustava, stvaranje otpornijin sojevadygéti uniStavanje ambijentalne mikroflore
(Ozluer-Hunt i sur., 2011). Iz tog razloga istrafija se usmijeravaju prema pronalasku
alternativnih néina obrane imunoloskog sustava uzgajanih organiZgmaut probiotika), koji
imaju indirektan utjecaj i na poboljSani rast. Postavka provedenog istrazivanja bila jecda
dodavanje raztitih koncentracija imunostimulansa u hranu imatzigene utjecaje na imunosni
sustav i performanse rasta klena. lako se pratiferformansa rasta ribe, u ovom dijelu
istrazivanja osvrt je naglaSen na imunostimulibfeju efektu hranidbenog suplementa.
Dobiveni podaci mogli bi pormio u daljnjim istrazivanjima prirodnih izvora imunadulirajwin

komponenti s praktnom primjenom u akvakulturi.

1.1. Biologija i ekologija klena

Klen, Squalius cephalugLinnaeus, 1758), kosStunjava je riba smjeStenaamred
zrakoperki Actinopterygi), red SarankiQypriniformeg, porodicu SarankiQyprinidag, te rod
Squalius Sistematika rodové&qualiusi Leuciscusnije u potpunosti rijeSena. Nekoliko vrsta
klena juzne Europe imaju &hu morfologiju pa su ih autori proteklih godina mdiécirali
svojstvom Siroke rasprostranjenosti (Kottelat i yh@f, 2007). Danas, mnoge vrste prvotno
smijeStane u rodLeuciscus, sada taksonomski pripadaju rodoving&gualius, Telestes
Petroleuciscus(Kottelat i Freyhof, 2007). Naseljava slivove $awg, Balttkog, sjevernog
Crnog, Bijelog, Barentsovog i Kaspijskog mora, @iiski sliev do rijeke Adour (Francuska),

Veliku Britaniju sjeverno do 56 °N, juznu Finsku,vesisku sjeverno do Stockholma,



mediteranski sliv izméu rijeka Var i Herauld (Slika 1) (Kottelat i Freytho2007).

/ ™
- Sa 5
atd T .
- “t - 2
. ’ ~
— » . .
" R
§ . \Mq - ‘\
N R T e
. - oF -
i o J 1
o S S
- 5
. - ol
- . Y \.' >
. N - - _.,:
- L .
-7’ A
~1'. -
— = N
D R

Squalius cephalus
Slika 1. Rasprostranjenost klena (iz Kottelat iyfaf, 2007)

Prirodno odsutan iz Italije i rijeka jadranskogvali Od nedavno je zabiljezen i u Irskoj,
gdje se smatra alohtonom vrstom (Caffrey i surQ80Najobilniji u malim rijekama i velikim
potocima u zoni mrene s brzacima i sporo &ékudubljim bazenima. Naseljava i umjereno brzo
tekute do sporo tekie dijelove velikih nizinskih rijeka. ZabiljeZen jai planinskim potocima i
velikim jezerima iz kojih za vrijeme mrijesta migai u obliznje pritoke (Kottelat i Freyhof,
2007), te u beatoj vodi (Muus i Dahlstrom, 1999). Tijelo je predeno krupnim ljuskama na
kojima, osim reda tamnih rubova, nema ili ima vwhalo pigmenta (Kottelat i Freyhof, 2007).
Tijelo mu je vretenastog oblika, s tamnozelenidirte i srebrnastim bokovima. Prsne peraje su
narargaste, a trbusne i podrepna peraja crvenkaste Bogtize duzine preko 60 cm (Kottelat i
Freyhof, 2007), dok je maksimalna zabiljezena n&akg (Spillman, 1961). Muzjaci se mrijeste
prvi puta s 2-4 godine, dok Zenke s 4-6 godina J&rljepljiva, te ju Zenke odlazu na kamenje u
brzo-tekuoj vodi. Klen se mrijesti u nekoliko serija (do 8tp) od svibnja do kolovoza (Nunn i
sur., 2002) dok se temperature dignu iznad 14 °@téat i Freyhof, 2007). Ishrana klena sastoji

se od razliitih razvojnih stadija akvatnih i terestrénih kukaca, rakova, mekusSaca, riba, biljnog



materijala i detritusa (Kottelat i Freyhof, 200@yisno o dobnoj kategoriji, godiSnjem dobu, te
biotopu koji naseljava. Klen zasada nema osobitumeiksku vrijednost u akvakulturi, ali je zato

popularna riblja vrsta nae sportskim ribolovcima (Slika 2).

Slika 2. KlenSqualius cephalud.innaeus, 1758) (iz Kottelat i Freyhof, 2007)



1.2. Recirkulacijski akvakulturni sustav (RAS)

Sve véa ogranienja u kvantiteti i kvaliteti vode, smanjenje pgadi povrSina za uzgoj,
te pitanja on&scenja okoliSa dovela su do razvijanja recirkula@jstehnologije za uzgoj
akvatiénih organizama. Kako bi se uspostavila potpunarktatnad svim vaznim ekoloSkim
¢imbenicima odréenih uzgajanih vrsta, te uvelike umanijila potroSugde, recirkulacijski
akvakulturni sustavi su razvijani od datka 80-ih godina. Danas je tehnologija standamahzi i
nezaobilazna u uzgojwinackih stadija i mlai morskih riba u mrjestiliStima. Recirkulacijskom
tehnologijom danas se uzgaja nekoliko vrsta slaiioih i morskih riba (npr. aftki som,
jegulja, pastrva, losos, romb, lubin, list) (Magtim sur., 2010).Recirkulacijska tehnologija
podrazumijeva sustav protoka u kojem se voda opetwkoristi nakon niza predtretmana,
filtracijskih postupaka, sterilizacije, zagrijavanjte oksigenacije. Tigan scenarij postupaka
obrade vode u RAS ukiuje: dekantaciju, tj. talozenje i odstranjivanjeitilg otpadadestice
>200 um); mehanika filtracija, kojom se odstranjuju fine frakcijaspendirajaih ¢estica (<100
pm); bioloska filtracija, kojom se por@w bakterijskih sojeva Nitrosomonas Nitrobactei)
toksicni spojevi (amonijak NE) nastali oksidacijom produkata metabolizma i nedepe hrane
prevode u manje toksie (nitriti) do potpuno neskodljive spojeve (nifyasterilizacija uz pomeé
UV svijetla ili ozona; termoregulacija; nadomje§eaizgubljenog kisika aeracijom (Timmons i
Ebeling, 2010).

1.3. Oksidativni stres

Okidativni stres je stanje organizma u kojem dolizineravnoteze iznda oksidansa i
antioksidansa, te posljetio tome do negativnih promjena u strukturi tjelestaice. Slobodni
radikali i ROS (eactive oxygen speclese normalno stvaraju metabolizmom stanica aehobni
organizama, te imaju povoljnu ulogu u bioloSkim Koijama stanica, posebice aktivaciju
fagocitoze kod neutrofila i makrofaga (Babior, 200Dr6ge, 2003). U prekomjernim
koncentracijama reagiraju s bioloski vaznim molekod, te modificiraju ili uniStavaju DNA,
lipide, UH i proteine (Sies, 1985). Izvori ROS moliti unutar stardini (oksidacijski enzimi:
triptofan dioksigenaza, ksantin oksigenaza-XDHplaibm P450 reduktaza-NADPH, guanil



ciklaza-GC, glukoza oksidaza-GOx) (Vigo-Pelfrey,908 te egzogeni ksenobiotici (kemijski
otrovne tvari: prijelazni metali, quinones, bojilaipyridyl herbicidi, aromatic nitro compounds)
(Kappus i Sies, 1981). Ovisno o ¢rau stvaranja ROS-a, oksidativni stres se dijeli na
fotooksidativni stress, metab&ii, okoliSni, nitrosativni stres, nutricionalni e (Sies i Jones,
2007). RazBiti biomarkeri se koriste u procjeni oksidativndgesa istrazivanih zivotinja. Jedna
od nage&e koriStenih metoda u utlivanju oksidativhog stresa je TBARS testtigbatbituric
acid substances tgskojim se utvduju formacije reaktivnog aldehida, malodialdehitéDA),
produkta sekundarne lipidne peroksidacije (Drapsun., 1993; Janero, 1990). Za dobivanje
preciznijih rezultata spomenuta metoda se koridtombinaciji s HPLC Kligh pressure liquid
chromatography (Bird i sur., 1983). Oksidativni biomarkeri iz\&i¢nih organizama mogu se
koristiti u ekoloskim monitorinzima (Celso i suQ03; Monserrat i sur., 2003). Neki od stresora
koji mogu uzrokovati oksidativni stres kod riba juklju hipoksiju i hiperoksiju (Ritola i sur.,
2002a; 2002b), anoksiju-reoksigenaciju (Lushchsiri, 2001; Ross i sur., 2001), toplinski stres
(Parihar i Dubey, 1995; Parihar i sur., 1996), ipechciju cijanobakterija (Blaha i sur., 2004) i
nestaSica hrane (Pascual i sur., 2003). Ribljestiatetica i methemoglobinemij@{own blood

diseasg su takder povezane sa oksidativnim stresom (Jensen, B i sur., 1998).

1.4. Imunostimulacija u akvakulturi

Imunostimulansi  pouw&vaju otpornost prema infektivnim bolestima ¢gajem
nespecifine imunosti za razliku od cijepiva ili baktericikkaji aktiviraju produljeni proces
stvaranja antitijela tj. speciiiu imunost (Gannam i Schrock, 1999; Sakai, 199%ckBell i
Dalmo (2005) definirali su imunostimulans kao: “prirodan spoj koji modulira imunosni
sustav doména tako Sto mu povava otpornost protiv bolesti koje su ucéwe slucajeva
uzrokovani patogeninialmunostimulansi se mogu aplicirati injektiranjekRupkama ili oralnim
putem. U véini istrazivanja, dinak imunostimulansa mjerio se otportegiba nakon infekcije

odreienim patogenom,destalim u uvjetima komercijalnog uzgoja.



1.4.1. Imunosni sustav riba

Evolucija imunosnog sustava akwaih organizmima omodila je razvoj neposredne
imunosne reakcije prema neprestanim utjecajimaoidemog okoliSa te odgene, specitine
reakcije koja je kontrolirana razvojem &eog imunosnog sustava (Gannam i Schrock, 1999).
Imunolo8ki sustav riba u osnovi je ¢&&h onom opisanom za sisavce (Sakai, 1999).
Retikuloendotelni sustav (RES) riba pruza ranu,peesicnu obranu protiv mikrobioloSki
aktivnih tvari koje ribe okruzuju u svim zivotnintaslijima (Gannam i Schrock, 1999). Stani
obrambenu funkciju imaju fagocitne stanice&rsfi makrofagima, neutrofilima natural killer®
(NK) stanice, kao i T i B limfocite. U koSturja, humoralnu obrambenu komponegine
sustav komplementa (klg&si i alternativni putevi aktivacije), lizozomi, padni hemolizin,
transferin i C-reaktivni protein (CRP) te citokidinterferon, interleukin 2,makrophage
activating factoy (Sakai, 1999). Granulociti i monociti u krvi tadotelne stanice i makrofagi u
tkivima riba aktivni su u obrani od infekcija u §ama, probavnom sustavu i kozi. Bubreg,
slezena i jetra glavna su mjesta sinteze endotstaifica i makrofaga koji brane organizam riba
od patogena koji dospiju u krv (Gannam i Schroc®99). Mehanizam djelovanja makrofaga
moze se kategorizirati kao ovisan ili neovisan gsikki. Djelovanje ovisno o kisiku posredovano
ROS (eactive oxygen specjesnoze se utvrditi kemilumiscencijom i NBThifro blue
tetrazoliun) testom (Sakai, 1999). U imunologiji, kemijskiogdNBT (oksidans) koristi se za
otkrivanje alkalne fosfataze koja, konjugirana natitgelo, sluzi kao marker.Nitro blue
tetrazoliumtest, dijagnostka je metoda za otkrivanju bakterijskih infekcijastalih poreméaja
u funkciji fagocita (Freeman i King, 1972). Storsaultati NBT testa «@, stanica proizvodi vise
ROS (Nathan i sur,. 1969). Reakcije riba na imunughcije obEéno se povezuju sa
nespecifnim imunosnim sustavom, iako je u nekimdslgvima udéeno povéanje reakcije
antigen-antitijelo (Gannam i Schrock, 1999; Sakap9).

1.4.2. Vrste i oralna aplikacija imunostimulansa

Neki od winkovitih imunostimulansa testiranih na ribama udjju: sintettke kemijske

agense, bakterijske komponente, polisaharidneadtstiz bakterija, gljiva ili kvasaca, biljaka i
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Zivotinja, vitamine, laktoferin, cytokine i prebiké (Gannam i Schrock, 1999; Sakai 1999). Ove
komponente pokazale su se&inkovite u poboljSanju zdravlja, performansama aast
imunoloskom stanju riba. Pozitivni imunomoduliréjefekti zabiljezeni su na molekularnoj i
stantnoj razini, ukljitujuci aktivaciju makrofaga, povanu fagocitozu od strane neutrofila i
monocita, stimulaciju citotok&nih T limfocita, lizosoma i protutijela te potenje serumskih
imunoglobulina (Gannam i Schrock, 1999; Sakai, }98@glasak u istrazivanjima je stavljan na
B-glukane. Raa i sur. (1992) izvijestili su o péaroj otpornosti atlantskog losossa{mo salar
Linnaeus, 1758) premdibrio anguillarumi V. salmonicidanakon oralne aplikacijg-glukana.
Kanalski som Ictalurus punctatus Rafinesque, 1818) injektiran $-glukanom pokazao je
pove&anu otpornost prema infekcijisdwardsiella ictaluri(Chen i Ainsworth, 1992), ndetim
oralna primjena nije potila iste rezultate (Duncan i Klesius, 1996a). Tgek35 dana hranidbe
formulacijom obogéenomp-glukanom i oligosaharidima, Yoshida i suradnic®9®) u@ili su
povean broj NBT-pozitivnih stanica kod afkog soma Clarias gariepinusBurchell, 1822), ali
nakon 45. dana isticinak nije bio prisutan. Nakon oralnog tretmanaisimgtinom, glikozidom
gliciretinske kiseline, prirodnim ekstraktom iz thlag korijena Glycyrrhiza glabra Linnaeus,
1758) kod Zzutorepog gofaSériola quinqueradiata Temminck&Schlegel, 1845) dena je
pove&ana otpornost na infekciju Enterococcus seriolocidgEdahiro i sur., 1990; 1991).
Poveane aktivnosti fagocitoze, uniStavanje bakteriginteza superoksida zabiljezene su kod
kalifornijse pastrve nakon oralne aplikacije sognproteina (Rumsey i sur., 1994). Tdko,
upotreba saponina Quil A kroz hranu pésle je migraciju leukocita kod zutorepog gofa
(Ninomiya i sur., 1995). Uporaba imunostimulansazkinranidbu moze poboljSati otpornost riba
prema patogenima tijekom perioda visokog stresa ka primjer klasiranje (sortiranje),

prebacivanje u more i vakcinacije (Bricknell i Daln2005).



2. MATERIJALI | METODE
2.1. Riba i pokusni uvijeti

Uzorkovanje klenaSqualius cephalugzvrseno je na potoku KustoSak kod Zagrddea
avenije u Zagrebu tijekom mjeseca &ij@. Za uzorkovanje, koristen j@olovni Stap (direktas
3 m, najlon 0,12 mm, plovak — ,kruska“ 3 g, udiGamakatsu Specialishl vel. 4, olovna
sa&ma i mamac crv - ,Skot“), a izlov je obavljen krkban/podiggem ¢etverokutna mreza 1x1
m), radi smanjenja stresa i ozljede riba nastaleoml Nakon izlova, riba je prebena u
plasténu bavu (150 L) koja je sluzila za transport do laborg#o Opskrbu riba s kisikom u
batvi osiguravao jelTetra APSaerator i tablete “Oxitab“. Zbog uvjeta pokusnedsne koji nisu
omoguavali dovoljno dnevne svijetlosti, koriStena je eitnja rasvjeta jane 4 x 18 lux u omjeru
11:13 (svjetlo:mrak). Vodovodna voda se kondicialairs preparatoretra Pond AquaSafe

Adaptacija ribe u laboratorijskim uvjetima trajgk 32 dana, préemu je provedena
prilagodbu na granuliranu hranidbenu smjesu kojai ggokusu koristila kao kontrola (K) i
temperaturu (prosjek 21,13+0,23 °C) vode. U polamni recirkulacijski sustav (Slika 3) od
dvanaest kvadarnih staklenih akvarija (115 L) nasom je nasdeno 120 klenova (10

riba/akvariju) inicijalne prosjme mase 7,4 g. (Slika 4)..

Slika 3. Akvarij koriSten u istrazivanju (Autor 8tracije: Marin Kraljev) (AutoDesk, Inc., 2009)



Razinu otopljenog kisika odrzavali su aeratori {aeapumpe)letra APS400 (230 V) i
Eheim Typ3704 010. Stalni protok vode (2,5 L nif u akvarijima osiguravale su pumpe za
vodu New-Jet 400(220-240 V-50 Hz 7W). BioloSka filtracija unutaustava vrSila se u
posebnoj pregradi unutar akvarija ¥ele 10 x 18 cm koja je imitirala unutarnji biofilteNa
vrhu pregade nalazila su se sintidi vlakna i paména vata koje su sluzile za mehdi
filtraciju i odstranjivanje krupnijirtestica. Za biolosku filtraciju sluzila su tri shoakvarijskih
biospuzvi, izméu kojih se nalazio sloj poroznih keratkih cilindara velike dodirne povrSine.
Za aktivaciju biofiltera, odnosno nastanak dogi bakterija upotrebljena je hrana u fazi pipreme
pokusa. Kvaliteta vode (Q pH, oksidoredukcijski potencijal, provodljivodgmperatura) se
provjeravala svakih tri dana podwouretajaHanna Instruments EDGBednom tjedno izvrSena

je analittka kemija vode uz pondospektrofotometraHl 83200 kako bi se dobio uvid u

alkalinitet, kolcinu amonijaka, nitrita, nitrata, uginog dioksida i fosfata.

Slika 4. Dio eksperimentalnog recirkulacijskog swstkoriStenog u istrazivanju (Autor
ilustracije: Marin Kraljev) (AutoDesk, Inc., 2009)



2.2. Hranidbeni pokus

Natramun&" (PDS-2865) je praskasta mjeSavina hemiceluloze (kompleksisalhrida
arabinoksilana i arabinogalaktana) i masnih kisetiobivenih od biljaka iz porodid@oaceae
Dioscoreaceage nekih gljiva. Jos sadrzi aminokiseline, olidgumade, glikoproteine i polifenole
(Natramune ™). Hranidbena smjesa (K) koritena u istraZivanjilagodena je uzgoju
somovskih vrsta s kemijskim sastavom (g/kg): (SB,28SM 45,0; SV 36; Pepeo 77; Vlaga 157,
NET 402,5; BE 19,0 MJ kY. Velicina granule pokusne hrane iznosila je 2,5 mm. Wresibi

sa nekim standardiziranim vé@lhama za odigenu dobnu kategoriju tj duljinu ribe, pelete su
odgovarale najy@m skupinama riba. PokuSaj prilagodbe peleta ribamaiih kategorija i
manjih duljina obavljen je mrvljenjem i speciiim na&inom hranidbe. Fiksacija praska
imunostimulansa na hranu obavljena je posipavamerha te sprejanjem suncokretovog ulja u
koncentracijama od 1% (D1), 3% (D3) i 5% (D5) t8enju na sobnoj temperaturi 24h (Slika 5).
Kontrolna grupa (K) nije tretirana imunostimulansafranidba je vrSena u 12 akvarija s tri
replikacije kroz 43 dana. Svaki drugi dan pipetirak nakupljena nepojedena hrana i organski
otpad ribe. Hranidba se obavljalacne, a riba je hranjena jednom dnevno (oko 14:0Q h)
koli¢ini od 2,5% ukupne tjelesne mase. Vaganje ribena§e na vagKern 440bez uporabe
anestetika. Za potrebe analize rasta, sve ribeagane na ptku, dvadesettéeg dana, te na
kraju istraZivanja kako bi se, uz poénazetih mjera, izréunali proizvodni pokazatelji W&
SGR, FCR i CF* prema referentnim formulama za njihov iara. Rezultati performansi rasta

nisu uzeti u obzir u ovom istrazivanju.

; WG — Weight gain

3 SGR - Specific growth rate
4 FCR - Feed conversion ratio
CF — Condition factor
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Slika 5. Pokusne hranidbene smjese (Foto: Poful4 R0

2.3. Mjerenje koncentracije MDA

Na kraju istrazivanja, iz svakog hranidbenog tretenéd) uzorkovano je tkivo dorzalnog
miSica riba (12) (n=48). Analize koncentracije malonaida u misnom tkivu vrSene su na
Veterinarskom fakutetu. Prije analize, tkiva su logenizirana u 0,14 M KCl-u, rdltra Turrax
homogenizatoru (30 s, 6000 o/min) (Slika 6).

11



Slika 6. Analize koncentracije malonaldehida u émém tkivu (Foto: Pofuk, 2014.)

10 %-tni homogenati su centrifugirani na 1800 g, B, na 20 °C. Koncentracija
ukupnog MDA u 10 %- tnim homogenatima ni&iizmjerene su tekinskom kromatografijom
visoke djelotvornosti prema modificiranoj metodir¢Bo i sur., 2007) na TSP-130 sustavu
(Thermo Separation Products, Inc., Thermo Fishaenfitic, Inc., Waltham, MA, SAD).
Paralelno s uzorcima, svakodnevno se na jednain maipremao vanjski standard 1,1,3,3 —
tetraetoksipropan, u koncentracijama 0,005, 0,1%564,7, 3,035, 15,1751 30,35 uM te je analizi
prethodila kalibracija. U 150 pl svakog uzorka standarda dodalo se 50 pl vode i 50 pl
natrijeve luzine (3 N). Nakon 30 minuta inkubaaijéresuéoj kupelji na 60 °C, dodano je 250 pl
6%-tne fosfatne kiseline i 250 pl 0,8 %-tne tiolanme kiseline, nakontega se uzorci
inkubiraju jo$ 45 minuta u kupelji temperature 90M&akon hldenja, spoj malondialdehida i
tiobarbiturne kiseline se ekstrahiraju dodavanje®® 2l metanola i 100 pl 10% natrijevog
dodecil-sulfata, vorteksiranjem 20 sekundi te cirgiranjem na 3600 U/min 10 minuta. Pri
analizi kromatografijom reverznih faza koristila ¥¢aters symmetfy C18 kolona (Waters,
Milford, MA, SAD) duljine 5 cm, promjera 2,1 mm sgsticama punila promjera 3,5 pum.
KoriStena je pokretna faza od metanola i 50 mM wedetopine kalijevog dihidrogenfosfata u
omjeru 50:50 s dodatkom kalijeve luzine do postiagH od 6,8. Protok pokrete faze bio je 0,5
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ml/min, vrijeme analize 5 minuta, a valna duljin® detektora 532 nm. U navedenim uvjetima

vrijeme zadrzavanja je 3 minute, linearnost mefjed®99, a pouzdanost 99%.

2.4. Statisttka analiza podataka

Pri statisttkoj obradi morfometrijskih pokazatelja koriStena g&osmjerna analiza
varijance (ANOVA) ponavljajéih mjerenja. Podaci koncentracije MDA analiziranii s
jednosmjernom analizom varijance. Za otkrivanjecanah razlika izméu grupa koriSten je

Fisher's LSD post-hoc test. Rezultati su testinaniazinu znéjnosti od 5%.
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3. REZULTATI

3.1. Fizikalno-kemijski parametri vode i mortaliteti

Prosj€ni parametri kvalitete vode bili su temperatural3#0,23 °C, otopljeni @
9,41+0,97 mg/L, pH 8,17+0,19, NO23,13+10,32 mg/L, N® 0,043+0,02 mg/L, Ng
0,267+0,13 mg/L. U inicijalnoj fazi istrazivanja ¢ena je pojava ektoparazikehthyophthirius
multifiliis s tipiénim simptomima (trljanje ribe po akvariju, te jedoarugu, bijele nakupine u
obliku zrna soli na tijelu i perajama). Nakon ngaspog pokuSaja lifenja poviSenjem
temperature vode, riba je tretirana sredstvom pprazitarninhite spox i gljivi ¢nih infekcija

riba @BL MedoPon}l Tijekom istrazivanja uginulo je 53 ribe.

3.2. Marker oksidativhog stresa — malondialdehidaNIDA)

Rezultati koncentracije markera oksidativnog stresaondialdehida unutar skupina bile
su (osim u skupini D1) izrazito varijabilni 5to jgsno ugava na Slici 7. Prosjee vrijednosti su
se kretale od najviSih vrijednosti 3,79 £+ 2,82 skepD5 do najnizih 3,02 + 1,42 skupine D1
(Tablica 1). Jednosmjernom analizom varijance niferdena statistki znafajna razlika u
koncentraciji MDA izméu hranidbenih skupina (Tablica 2).

Tablica 1. Rezultati prosjaih vrijednosti koncentracije malondialdehida (MDé&miSinom
tkivu riba M), (n=48)

Koncentracija
H. skupina K D1 D3 D5
MDA 3,67 £2,41 3,02 +1,42 3,24 +1,92 3,79 +£2,82
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Tablica 2. Analiza varijance srednjih vrijednosthnkentracije malondialdehida (MDA) u
miSi¢nom tkivu riba izméu hranidbenih skupina na kraju istrazivanja; F33#4 0,319, p=0,812

Suma kvadrata odstupanja Stupnjevi Sredniji kvadrat

Izvor varijabilnosti (tip 11) slobode odstupania F Sig.

Hranidbena skupina 4,623 3 1,541 0,319 0,812
Pogreska 208.031 43 4,838

Ukupno (korigirano) 212,655 46

0<0,05

12,0000

10,0000

8,0000
31

MDA (uM)

6,0000

4,0000+

2,0000 T

,0000 T T T T
D1 D3 DS K

Hranidbena skupina

Slika 7. Graféki prikaz rezultata prosf@me koncentracije malondialdehida (MDA) u niigam
tkivu riba (M)
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4. RASPRAVA

Proizvod Natramuné" koristi se kao dodatak prehrani kod morskih sisavidovjeka.
U nekoliko pilot studija (Chavoustie i sur., 2008eeks i Perez, 2009) dokazani su pozitivni
ucinci na imunosni sustav ljudi. Wena je povéana sinteza proteinskih hormona citokina dwe
aktivnost citotoksinih T limfocita u uniStavanju tumorskih stanica, vp@anu aktivnost
fagocitoze i cirkulaciju limfocita u krvi (Chavousti sur., 2003; Weeks i Perez, 2009). Na
temelju tih rezultata, provedena su inicijalnaagivanja na nekoliko vrsta morskih sisavaca
(Rodriguez i sur., 2007; Doescher i sur., 2011)ogeantenim informacijama o rezultatima
uspjeha. Potrebna su detaljnija i dugotrajnijaa&tranja na drugim vrstama Zivotinja te
detaljnije poznavanje sastava i (porijekla/izvokayiStenog imunostimulansa. Jednosmjernom
analizom varijance nije utena statistiki znatajna razlika (P>0,05) u koncentraciji MDAN])
izmeiu hranidbenih skupina, s napomenom da je grupajdmans najviSom razinom
imunostimulansa imala najviSe vrijednosti MDA. Ovezultati se djelondno slazu s
istrazivanjima raznih autora o utjecaju prirodnionumodulirajdin komponenata na ribama i
beskraljeSnjacima. U osmotjednom istrazivanju, Zhosuradnici (2010) hranili su juvenile
sjenke EGciaenidag Sciaenops ocellatugLinnaeus, 1766) @etne mase 7 g, radiim
prebioticima (FO% GOS, Bio-MOS®, Previda™) u razini od 1% suhe tvari hrane kao zamjenu
za celulozu. U hranidbenoj smjesi (3 mm promjegiyni izvori proteina bili su riblje brasno
menhadena Glupeidag i soja, a ulje menhadena kao glavni izvor lipi{#l% sirovih
bjelartevina, 10% masti). Hranidba se vrSila dva puta dogyprvotno u koliini od 6% te
postupno smanjena na 3% tjelesne mase riba. Rameime s FOS stvarale su zamo (P<0,05)
manje oksidativnih radikala u krvi nego ostale grupodavanje prebiotika u hranu Zapno
(P<0,05) je utjecalo na aktivhost serumskih lizogomkrvi u odnosu na kontrolnu skupinu
(Zhou i sur., 2010). lako se nisu istrazivali igtunoloSki parametri kao u provedenom
istrazivanju, moze se pretpostaviti da je na naneg®rametre bilo odtenog utjecaja. Jedan od
moguwih razloga varijabilnih rezultata provedenog isivanja je hranidba imunostimulansom
dozama u postotku tjelesne mase Sto moze rezuhiearadovoljavanjem svih riba potrebnim
koncentracijama imunostimulansa te izostajanjatporig winka (Gannam i Schrock, 1999).

Takader, ovisno o topljivosti, imunostimulansi su ré&ih ucinkoviti za pojedine zivotne stadije

> FOS - fructooligosaccharides
® GOS - galactooligosaccharides
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riba (Gannam i Schrock 1999). Ozliier-Hunt i sureidi2011) istrazivali su utjecaj M3%2,5;
3,5; 4,5 g MOS/kg hrane) na aktivnost antioksidansima kod nilskih tilapija@reochromis
niloticus, Linnaeus, 1758) (12 g) kroz 60 dana. Ribe sujanendva puta dnevno u kahi od
3% ukupne tjelesne mase. Koncentracija MDA (nmolfmgfeina) u jetri zngjno se smanjila
(P>0,05) u svim grupama hranjenih s MOS u odnoskamdrolnu. Mefutim, razina MDA u
tkivu nije se statistki razlikovala méu skupinama, s time da je grupa hranjena s 4,5 Mg
hrane imala najvidu razinu MDA (Ozliier-Hunt i su2Q11). Autori su razlike koncentracije
MDA medu tkivima protumaili razlic¢itim stopama stvaranja slobodnih radikala i antidéss
potencijal. Ovi rezultati se popudaraju s provodemstrazivanjem. Utjecaj imunostimulansa
ovisi 0 dozi, metodi i trajanju aplikacije te fixidkom stanju ribe (Gannam i Schrock 1999;
Sakai, 1999). Visoke doze ili duze vremenske apljgamaju imunoinhibirajti uc¢inak kod riba
(Gannam i Schrock 1999; Sakai, 1999). Dokazano Zazdnje visokih koncentracija
imunostimulansa u fecesu riba izaziva nesp&uifiimunosnu reakciju (Gannam i Schrock,
1999). Polisaharidi iz korijenBanax ginsengl manjim koncentracijama imaju pozitivnéinke
na imunosni sustav kozidgtopenaeus vannaméBoone, 1931) (Liu i sur., 2011). Autori su u
84 dana dugom istraZivanju upotrijebili doze od @,4GSP/ kg hrane te udli znatajno
pove&anu aktivnost imunosnih enzima total superoxidendimse (T-SOD), catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GSH-Px), acid phosphat#geP], alkaline phosphatase (AKP) te
smanjene razine MDA u Skrgama, niBia i hepatopankreasu u odnosu na kontrolnu skupinu
U osmotjednom istrazivanju utjecaja kompleksa litosligosaharida (75, 150, 300, 600,
1200 mg kg hrane) na imunoloske parametre juvenila romBaophthalmus maximus
Linnaeus, 1758) (12,1 £ 0,1 g), kojeg su proveli Csuradnici (2012), nije utdena statistiki
zn&ajna razlika (P>0,05) u koncentraciji MDA u serummeiu skupina, iako su ribe hranjene
COS-REE imale manje koncentracije nego kontrola. U hraeid) smjesi (1,5 x 3,0 mm), riblje
brasno je koriSteno kao glavni izvor proteina,djeiulje i sojin lecitin kao izvori masti. Riba je
hranjena dva puta dnevno do prividne sitosti. Rasuhavedenog istrazivanja djelaino se
slazu s provedenim istrazivanjem. Niu i sur. (20is3)azivali su utjecaj hitina i njegovih
derivata (hitosana, oligosaharida iz hitosana icBti&d-glukozamina) na aktivnost antioksidans

enzima i oksidativni stres kod kozi€enaeus monodoffabricius, 1798) (inicijalne prosjee

7 MOS — mannanoligosaccharides

# COS-REE - chitosan oligosaccharide complex with earth elements
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mase 1,49 g) tijekom 70 dana. Ukupni antioksiddatis (TAS) i aktivnost enzima glutathione
peroxidase (GSH-Px) kod kozica hranjenih s hitinbitgsanom i oligosaharidima hitosana bili
su visi (P<0,05) nego u skupini hranjenoj s N-a&aktlukozaminom te kontroli. Koncentracija
malondialdehida (MDA) u probavnoj Zlijezdi koziceahjenih s hitinom i hitosanom bila je niza
(P<0,05) nego u ostalim grupama. Nakon hranidbepogusa, kozice su podvrgnute
hipoksinim uvjetima u trajanju od sedam dana.cblma je povéana (P<0,05) aktivnosti
glutationa (GSH), TAS, phenoloxidase (PO) i GSH¥#&d kozica hranjenih s hitosanom u
odnosu na druge skupine te nize koncentracije MDgrupi hranjenoj s hitinom i hitosanom
nego u ostalim grupama (Niu i sur., 2018e3njak Allium sativum u praskastom obliku ima
potencijal smanijiti oksidativni stres (Naeiji i SU2013). Istrazivao se utjecaj dvije koncentracije
(25 i 50 g kg hrane) na markere lipidne i proteinske oksidacijeaznim tkivima $arana
(Cyprinus carpi9 tijekom Sest tjedana. Koncentracije MDA u serubiile su nize u obje
tretirane grupe, no ztiajno nize (P<0,05) u grupi Sarana hranjenih s 583mjaka/kd hrane u
odnosu na kontrolnu skupinu. StoviSe, koncentratinjaka od 50 g kg uzrokovala je
znasajno nize vrijednosti MDA u jetri i bubrezima, aziaa od 25 g kg znaajno je utjecala
samo na koncentracije MDA u jetri (Naeiji i surQ13). Rezultati navedenog istrazivanja
djelomicno se slazu s provedenim istrazivanjem. Dokazaraajedréene imonumodulirajte
komponente brze nestanu iz krvi nego iz jetre irbgh (Gannam i Schrock, 1999). U Sest
tiedana dugom istraZivanju utjecaja AR$500 mg/kg hrane), primarne komponente korijena
Astragalus membranaceusa imunoloski sustav tilapije (42,31+3,14 g), @ahi suradnici
(2014) nisu udili statisticki znatajnu razliku u razini MDA u serumu ridie skupinama. Ostali
parametri nespecifkog imunosnog sustava tijekom istrazivanja bili povetani. Ribe su
hranjene komercijalnom smjesom dva puta dneachdibitum Rezultati navedenog istrazivanja
djelomikno se slazu s rezultatima provedenog istrazivaRjaodni izvori imunomodulacije
poveavaju apsorpcijsku povrSinu, te gustoi duzinu mikrovila u probavilu Sto dovodi do
povetane iskoristivnosti hrane ali i preventivhog djedaja na infekcije oportunigkih bakterija
(Zhou i sur., 2010; Ozliier-Hunt i sur., 2011; Zahiaur., 2014). Yang i sur. (2014) istrazivali
su utjecaj fukoidana (ekstrakt iz sdeealge Sargassum horneriSF i komercijalnog praska

fukoidan, MF) u koncentracijama od 0,05%, 0,1%2%J/kg hrane na aktivnost antioksidans

° APS —Astragaluspolysaccharides
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enzima i nespecini imunosni sustav juvenila Zutoglavog sonfelfeobagrus fulvidracoJ.
Richardson, 1846) tijekom 12 tjedana. Aktivnostisra&superoxide dismutase (SOD) u serumu
zn&ajno se poveéala, a koncentracija MDA zfiajno snizila u grupama riba hranjenih s dva
izvora fukoidana. Maksimalna aktivnost enzima CAabijezena je u grupama s oba dva izvora
fukoidana u koncentracijama od 0,1% fukoidana/lkanbr Aktivnost serumskih lizozoma (LZM)

i indeks fagocitoze (Pl) kod somova hranjenih s @vara fukoidana bili su z®ajno visi od
kontrolne skupine osim skupina SF3, MF2 i MF3. Re&tuistrazivanja ukazuju na pozitivni
ucinak fukoidana prema antioksidans enzimima i na§igec imunosni sustav Zutoglavog soma
(Yangisur., 2014).

Prebiotitki kvasac (Grobioti®-A) pozitivno utjge na imunosni sustav juvenila
(15,05+0,04 g) sjeverno pacikog iverka Platichtahys stellatusPallas, 1787) (Wang i sur.,
2014). Istrazivan je utjecaj koncentracija od 0,498%, 1,2%, 1,6%, 2,0%/kg hrane tijekom
osam tjedana. U odnosu na kontrolnu skupinu, ribajbne visokim koncentracijama prebiotika
imale su zn&jno visu aktivnost CAT u serumu i jetri te SODansnu. Koncentracije MDA u
serumu i jetri zn&jno su se smanjile u odnosu na kontrolnu skupiRaveavanjem
koncentracija prebiotika u hrani, ostali imunolopkrametri zn&ajno su odstupali od vrijednosti
kontrolne skupine. Koncentracija prebiotika od %38y hrane uzrokovala je optimalne
performanse antioksidans enzima i imunosnog sustar&a (Wang i sur., 2014). Gabriel i
suradnici (2015) istrazivali su utjecaj prasSka @)Aloe vera(0,5; 1; 2 i 4%/kg hrane) na
aktivnost antioksidans enzima kod juvenila gemetipoboljane uzgojne tilapije (GIBT
(Oreochromis niloticuk inficirane Streptococcusniae tijekom osam tjedana. Prije i poslije
inficiranja riba sStreptococcus iniaé7,7 x 16 CFU stanica/mL), utena je povéana aktivnost
enzima SOD, CAT, GSH-Px u grupama riba hranjenidae veromu odnosu s kontrolnom
skupinom (P<0,05). lako su rezultati aktvnosti MDA varijabilni, statistéki znatajne razlike
(P>0,05) nisu ugene izmdu hranidbenih skupina. Koncentracifdoe veraod 1,86; 1,88 i
2.79%/kg hrane pokazale su se optimalne za aktivard®oksidans enzima kod tilapija (Gabriel i
sur., 2015). Sastav hrane, stope hranidbe i kogdizane pri raztitim temperaturama mogu
utjecati na dinkovitost imunostimulansa u hrani kod r&#lh vrsta riba (Gannam i Schrock
1999; Sakai, 1999).

0 GIFT — genetically improved farmed tilapia
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Istrazivajii utjecaj gladovanja na biomarkere stresa kod koengBparus aurata
Linnaeus, 1758) (86+18 g), Pascual i suradnici 8Q@xili su porast razine MDA nakon treg
tiedna u grupama riba s djelamom i totalnom restrikcijom hrane. Na kraju istxaatija (54
dana) izgladnjivane ribe izgubile su 15% inicijategine i hepatosomatski index (HSI) je pao za
26%. Tjedan dana prije kraja pokusa, izgladnjivagmpama riba ukligena je hranidba (2%),
te su uvjeti oksidativnog stresa nestali (Pascsali, 2003). Varijabilnost rezultata provedenog
istrazivanja moze se djeloémo protumaditi ne prihvaanjem hrane najmanjih kategorija riba. U
provedenom istrazivanju fiksiranje praska na uljgmmazanu granuliranu hranu te spéoifi
hranidbu najmanjih kategorija riba uzrokovalo jeipasje hrane. Pri smanjenoj apsorpciji
utjecaji imunomodulacije mogu biti umanjeni ili wspni (Gannam i Schrock, 1999). Ako je
imunomodulirajda tvar u hrani topljiva u vodi, dodatni efekt mapati i izravna izlozenost
vanjskog sloja koze ribe koja je prva crta obranaip patogena (Gannam i Schrock, 1999).
Razliite komponente u hrani, tater mogu utjecati nadinkovitost koriStenog imunostimulansa
(Gannam i Schrock, 1999), stoga je bitno poznavanja komponenata koriStene hrane te
njihove meusobne interakcije. Tijekom istrazivanja, pojavatiofirijaze suzbijena je
komercijalnim sredstvom. Moge je da su se rezidualni sastojci akumulirali witka riba te u
interakciji sa imunostimulansom unesenim hranomliinmunoinhibirajuwti ucinak. Upotreba
nekih imunostimulansa kod riba p@awa otpornost prema parazitarnoj bolesti ihtigéi
(white spot disea3e(Sakai, 1999). tinkovitost obrambenih mehanizama riba mijenja se pr
razlicitim temperaturama, stoga paznju treba usmjer@ia sezonskim i okoliSnim promjenama
(Gannam i Schrock, 1999). S obzirom da su klenoompenom okoliSa doZivjeli promjenu u
temperaturi habitata, moze se pretpostaviti i delnenegativni tinak na njihov imunosni sustav
pri pocetku istrazivanja. Talder, razni autori utvrdili su visoku osjetljivostekla na stresne
manipulativne radnje poput rukovanja, ulova mrezéransporta te ogratavanja prostora s

posljedicom visokog mortaliteta (Witeska i sur.130
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5. ZAKLJU CCI

Uporaba recirkulacijskog sustava u pokusu ontdgue kontrolu nad svim vaznijim
parametrima sredine, te je pri tom olakSala proudatanidbenog pokusa. Rezultati provedenog
istrazivanja ukazuju da je ukfianje imunostimulansa (1%, 3%, 5%) u hranidbu Vaitij@
utjecalo na koncentraciju malonaldehida u émém tkivu riba. Najniza razina MDA u tkivima
uocena je u grupi hranjenoj s 1% (D1). 1zlozenostssty®boljenja u fazi pokusa, loSa adaptacija
na hranu, te mortaliteti kod riba u pokusu m@gu uzroci visoke varijabilnosti rezultata unutar
i izmedu hranidbenih skupina.
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7, PRILOZI

Tablica 3. Fisher's LSD: Post hoc analizacajrosti razlike srednjih vrijednosti rezultata kentracije

malondialdehida (MDA) u mighom tkivu riba izméu hranidbenih skupina na kraju

istrazivanja
Mean 95% Confidence Interval
(1) hr. skupina  (J) hr. skupina | Difference (I-J)| Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
D1 D3 -,216425 ,8979548 ,811 -2,027323 1,594473
D5 -,769367] ,8979548 ,396 -2,580265 1,041532
K -,645325 ,9181361 ,486 -2,496923 1,206273
D3 D1 ,216425 ,8979548 ,811 -1,594473 2,027323
D5 -,552942 ,8979548 ,541 -2,36384( 1,257957
K -,428900] ,9181361 ,643 -2,280494 1,422698
D5 D1 , 769367 ,8979548 ,396 -1,041532 2,580265
D3 ,552942 ,8979548 ,541 -1,257957% 2,363840
K ,124042 ,9181361 ,893 -1,727554 1,97564(Q
K D1 ,645325 ,9181361 ,486 -1,206273 2,496923
D3 ,428900| ,9181361 ,643 -1,4226984 2,280498
D5 -,124042] ,9181361 ,893 -1,97564( 1,727554
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