Radovi Poljoprivredno-prehrambenog fakulteta Univerziteta u Sarajevu, God. LXIX, broj 74/2
Works of the Faculty of Agriculture and Food Sciences, University of Sarajevo, Vol. LXIX, No. 74/2

HISTOPATOLOSKA I PARAZITOLOSKA ANALIZA TKIVA VRSTE Barbus
balcanicus Kotlik, Tsigenopoulos, Rab & Berrebi, 2002 KAO BIOINDIKATORA
DEGRADACIJE RIJEKE MILJACKE

Aldijana MuSovi¢!, Mahir Gajevi¢!, Renata Besta-Gajevi¢!, Adi Vesni¢!, Senad
Sljuka!, Adnan Jazi¢?, Selma Pili¢!

Originalni naucni rad — Original scientific paper
Rezime

Zagadenje vodenih ekosistema uzrokuje stres kod ribljih vrsta i dovodi do bolesti kao
posljedice interakcije sa uvjetnim patogenom. Posebnu opasnost za zdravlje riba
predstavljaju parazitske vrste koje se prenose s jedne ribe na drugu neposrednim i/ili
posrednim putem. U ovom istrazivanju je izvrSena parazitoloska analiza
bioindikatorske, riblje vrste Barbus balcanicus. HistoloSka analiza vrSena je u svrhu
detekcije veze s parazitskim infekcijama, kao i povezanosti izmedu bakterioloskih
parametara u vodi i upalnih procesa u tkivima riba. Uzorkovanje je izvrSeno u julu 2021.
godine, na dva lokaliteta rijeke Miljacke. Analizom tkiva jedinki detektovano je
prisustvo parazita iz grupa Protozoa i Trematoda, koje su do nivoa roda ili vrste
identificirane  koriStenjem relevantnih  kljueva 1 radova. Uporedo sa
ihtioparazitoloskim istrazivanjima provedena je i analiza fizicko - hemijskih parametara
vode te mikrobioloSka analiza, ¢iji rezultati ukazuju na zagadenost rijeke Miljacke i
povoljne uslove za razvoj parazita. HistoloSkom analizom utvrdeno je prisustvo
patoloskih lezija u tkivu Skrga i jetre jedinki, koje su dovedene u vezu s parazitskim
infekcijama i prisustvom patogenih mikroorganizama. Razli¢iti polutanti vodenih
ekosistema uslovljavaju prisustvo parazita i histopatolo§kih promjena u ribljim vrstama,
ali i obrnuto — parazitske infekcije i promjene u tkivima ukazuju na lo$ ekoloski status
i kontaminiranost povrsinskih voda.

Kljucne rijeCi: potocna mrena, parazitologija, patohistologija, polutanti, bioloski
elementi kvaliteta vode

UvOD

Kontaminiranost vodenih ekosistema uzrokuje stres i potencijalni razvoj bolesti kod
ribljih vrsta. Stepen opterecenosti vodenog ekosistema procjenjuje se, izmedu ostalog,
mikrobioloskom analizom vode. Mikrobna populacija u povrSinskim vodama potice iz
zraka (kisa), ispiranjem tla, iz otpadnih industrijskih voda i/ili iz postrojenja za obradu
otpadnih voda. Medu glavnim skupinama mikroorganizama, kontaminanata
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povrSinskih slatkih voda su: koliformne bakterije, anaerobne vrste bakterija, alge i
cijanobakterije te protozoe (Frece & Mark, 2015).

Uticaj parazita na organizme je varijabilan, a u konacnici moze dovesti i do smrti
domacina/domadara (Le vsen et al., 2008). Potencijalni domacini razli¢itih obligatnih
ili fakultativnih parazita su i mnogobrojne vrste slatkovodnih riba (Ricklefs & Mille,
2000; Peek, 2012). Egzoparazitske vrste se kod riba nalaze na kozi ili krljustima,
perajima te na Skrgama i u usnoj Supljini. Endoparaziti se lociraju u misi¢ima,
unutra$njim organima (najcesée crijevima) i membranama koje obavijaju unutarnje
Supljine organizma (Peek, 2012).

Razvoj specificnih zivotnih ciklusa ribljih parazita je najve¢im dijelom posljedica
nacina ishrane riba (Bellay ef al., 2015). Tako za odredene vrste riba koje se hrane
organskim detritusom na dnu voda postoji mogucénost unosa jaja parazita koja su
odloZena od strane drugih inficiranih jedinki (Iyaji & Eyo, 2008). Predatorske vrste
riba se takoder mogu inficirati ako u ishrani koriste drugu riblju vrstu zarazenu
parazitima. Pojedine riblje vrste imaju tendenciju migracije iz odredene riblje vrste u
povoljne dijelove organskih sistema (naj¢esce probavnog) druge vrste (Yanong, 2017).
Zbog svojih biolosko-ekoloskih karakteristika ribe se koriste kao bioindikatori
dalekoseznijih i dugoroc¢nijih posljedica promjena u akvaticnim ekosistemima te
detekciju specificnih kontaminanata (Ridanovi¢ & Ridanovié¢, 2016). Kod riba
postoje dva jednako vazna nacina unosa polutanata: preko $krga — direktno iz vode i
oralnim putem — asimilacijom zagadene hrane (Kleinow et al., 1987).

Histopatoloska analiza ribljih tkiva takoder omoguéava detekciju izlaganja nizu
antropogenih zagadivaca. Simptomi kod inficiranih jedinki se mogu uociti
makroskopskim pregledom jedinki, a takoder i kasnijim seciranjem ribe i analizom
histoloskih preparata pojedinih tkiva. Naj¢esce koristeni organi riba za ove analize su
Skrge 1 jetra (Fatima et al., 2014). UspjesSnost odbrane od patogena zavisi od stanja
povrsine tijela, imunog sistema i cijelog organizma riblje vrste te o broju i osobinama
patogena (Fijan, 2006).

Fizicko — hemijski parametri vodenih ekosistema ukazuju na trenutno stanje kvaliteta
vode odredenog akvati¢nog ekosistema. Odabir parametara zavisi od tipa istrazivanja i
drugih okolnosti, a neki od njih su: gustoa i boja vode, povrSinska napetost,
temperatura, svjetlost, kisik (koncentracija i zasi¢enost), minerali, tip supstrata (dna,
korita) te koncentracija ugljika i azotnih jedinjenja, boja vode, pH vrijednost,
elektroprovodljivost itd. (Smith & Smith, 2001; Bogut et al., 2006).

Istrazivanja u ovoj studiji su vrSena na ribljoj vrsti Barbus balcanicus Kotlik,
Tsigenopoulos, Rab & Berrebi, 2002 (poto¢na mrena, balkanska/velika mrena,
balkanska sapaca, engl. Danube Barbel, Mediterranean Barbel). Kao sinonimi za ovu
vrstu u literaturi se mogu naci Barbus meridionalis Risso, 1826 i Barbus caninus
(Bonaparte, 1839) (Mrakovci¢ et al., 2004). Njen IUCN status je osjetljiva (VU) te
nije na Crvenoj listi. Medunarodno je zasticena Bernskom konvencijom (Dodatak III) i
Europskom direktivom o zastiti stanis$ta. Poto¢nu mrenu ugrozava onecic¢enje vodotoka,
nestajanje prirodnih i mrijesnih stanista, pregradnja rijeka i regulacija gornjih tokova
rijeka (Mrakov¢ic et al., 2004; Milo§, 2009). Predstavlja pogodnu bioindikatorsku,
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riblju vrstu (objekat/model) za ispitivanje zagadenosti vodenih ekosistema zbog njene
osjetljivosti na razlicite promjene u okolisu (Basi¢, 1980) te odsustvo s crvene liste.

Miljacku, rijeku sliva rijeke Bosne, najve¢im dijelom saCinjavaju Paljanska i
Mokranjska Miljacka. Cjelokupni rijecni sistem Miljacke uzvodno od prosirenja
aluvijalne ravni (kod naselja Babi¢a Basta) ima obiljezja planinskog toka, s vrlo strmim
i neusaglasenim uzduznim profilom. Nizvodno od navedenog lokaliteta rijeka Miljacka
tece kroz aluvijalnu ravan sa vrlo malim padom. Nalazi se izmedu 487 m i 1699 m
nadmorske visine (Zunié, 2010). Rijeka Miljacka je izloZena razli¢itim izvorima
zagadenja, naroCito u donjem dijelu toka koji je pod velikim antropogenim pritiskom.

Cilj ove studije je bio parazitoloska i histopatoloska analiza tkiva vrste Barbus
balcanicus iz rijeke Miljacke, kao vodenog ekosistema izlozenog negativnim
antropogenim uticajem. Svrha je bila detektiranje povezanosti i komplementarrnosti
izmedu prisustva parazita i histopatoloskih promjena na tkivima odabrane vrste s
kontaminiranos$¢u vode rijeke Miljacke. Eventualno prisustvo parazita je zna¢ajno zbog
toga $to nivo parazitarnosti moze znacajno uticati na strukturu zajednice te se moze
koristiti kao bioloski parametar ekoloskog statusa kompletnog akvaticnog ekosistema.
Potencijalna detekcija parazitskih vrsta opasnih za riblje vrste na primjeru ove
bioindikatorske vrste podrazumijeva i detekciju ,,bioloSke opasnosti®, kako po ostale
vrste ihtiofaune, tako i po cjelokupan Zivi svijet ovog akvaticnog ekosistema. Isto tako,
u drugom smjeru posmatrano — nivo zagadenosti vode moze odrediti uslove za razvoj
parazita (pogodovati ili ne). Histopatoloska analiza je vrSena s ciljem detekcije veze s
parazitskim infekcijama te povezanosti izmedu bakterioloskih parametara u vodi i
upalnih procesa u tkivima riba, te ona na neki nacin korelira i objedinjuje sve aspekte.

MATERIJAL I METODE RADA

Uzorkovanje vrste Barbus balcanicus iz rijeke Miljacke je izvrSeno u mjesecu julu,
2021. godine na dva lokaliteta rijeke Miljacke, Dariva (L1) i Otoka (L2) (slika 1).
Koristena je metoda ,.elektroribolova® uz koristenje agregata "Honda" EZ 2.200 ja¢ine
2 kW i "ELT 61 II" jac¢ine 2 kW. Ukupno je izlovljena 21 jedinka potocne mrene od
¢ega 12 jedinki sa lokaliteta Dariva 1 9 sa lokaliteta Otoka. Identifikacija istrazivane
vrste radena je na terenu i u laboratoriji Centra za ihtiologiju i ribarstvo (CIR) Prirodno-
matemati¢kog fakulteta Univerziteta u Sarajevu prema referentnom kljucu za ovu vrstu
(Kottelat & Freyhof, 2007).
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Slika 1. Mjesto uzorkovanja na lokalitetima: Dariva (lijevo), Otoka (desno)
Figure 1. Sampling sites: Dariva (left), Otoka (right)

Pomocu digitalnog ihtiometra na terenu su izmjerene osnovne morfometrijske mjere
svih prikupljenih jedinki riba: ukupna duzina tijela (longitudo totalis, TL) i standardna
duzina (longitudo corporis, SL). Masa uzoraka odredena je pomocu analiticke vage sa
tacnos¢u od 0,1 g. Dob jedinki je odredena na osnovu uzetih krljusti, a spol na osnovu
gonada tokom kasnije disekcije jedinki. Osim $to je ovo standardna procedura, odredeni
parametri su bitni u tumacenju rezultata.

Provedena je i standardna analiza odabranih fizicko — hemijskih parametara vode.
Ispitivani fizicko-hemijski parametri prilikom ovog istrazivanja bili su: temperatura
vode na mjestu uzorkovanja (°C), rastvoreni O (mg/1), zasi¢enje Oz (%), pH vrijednost
vode i elektro-provodljivost vode (1S/cm). Navedeni parametri su mjereni na terenu
pomoc¢u multi-set aparata za mjerenje (WTW Oxi 3310 IDS Set 1), a odabrani prema
svrsishodnosti ciljeva studije. Na odabranim lokalitetima rijeke Miljacke odredena je
nadmorska visina i geografska §irina i duzina. Mjerenja su izvrSena pomoc¢u GPS-a,
Garmin, oregon 600.

Uzorci vode za mikrobioloSku analizu uzorkovani su u skladu sa BAS EN ISO 19458.
Nakon uzorkovanja vode na lokaliteteima, uzorci su u ru¢nom frizideru transportovani
do laboratorije za Mikrobiologiju voda na Prirodno-matematickom fakultetu u Sarajevu.
Sve analize su uradene u okviru 24h, standardnim postupcima i metodama. Za
odredivanje ukupnog broja aerobnih/fakultativno anaerobnih heterotrofnih bakterija
(cfu/ml pri 22°C/68h) i mezofilnih bakterija (cfu/ml pri 35 £1 °C/48h) koristena je
metoda zasijavanja u agar plocu u skladu sa BAS EN ISO 6222. Za odredivanje broja
ukupnih koliformnih bakterija i fekalnih (termotolerantnih) koliformnih bakterija i
detekciju Escherichia coli primijenjena je metoda membranske filtracije u skladu sa
ISO 9308-1:2014. Za odredivanje ukupnog broja koliformih bakterija i termotolerantnih
koliformnih bakterija koristio se hromogeni koliformni agar i nM-TEC agar. Za potvrdu
prisustva Escherichia coli na suspektne kolonije apliciran je Kovacev reagens, a pojava
crvene boje bila je potvrda stvaranja indola. Za potvrdu E. coli odredivana je i reakcija
aktivnosti oksidaze tako da se jedna pojedinacna suspektna kolonija bakterije, prenijela
sterilnom ezom na trakicu za odredivanje reakcije. Nakon pet sekundi izostanak
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tamnoplave boje na trakici ukazivao je na negativnu reakciju koja je karakteristi¢na za
bakteriju E. coli. Ukupan broj i detekcija fekalnih enterokoka u 100 ml izvrSena je
membranskom filtracijom prema metodi ISO 7899-2:2000. Za odredivanje fekalnih
enterokoka koristio se eskulin azidni zucni agar i temperatura inkubacije od 44,0+0,5°C.
Nakon izlova i identifikacije jedinki, uzeti su uzorci S$krga za daljnje laboratorijske
analize. Vazno je napomenuti da nisu svi uzorci podvrgnuti i parazitoloSkim i
histopatoloskim analizama, buduci da to nije bilo izvodivo. Dio uzoraka, sedam jedinki
sa L1 1 Cetiri sa L2, protokolarno su pohranjeni u plasti¢ne vrece i potom transportovani
u prenosivom frizideru (s ledom) do Odjeljenja za akvakulturu Veterinarskog fakulteta
u Sarajevu, u svrhu parazitoloske analize.

Drugi dio uzorka, pet jedinki sa L1 i pet sa L2, transportovano je u prenosivom frizideru
do Laboratorije za Histologiju i embriologiju Zzivotinja i Covjeka Prirodno-
matematickog fakulteta Univerziteta u Sarajevu za potrebe dalje histoloske analize.

Vanjske i unutrasnje parazitoloske pretrage ribe

ParazitoloSka istrazivanja su bila usmjerena na pregled peraja, skrznih listica, koze i
organa probavnog sistema. Najprije je izvrSen spoljni, adspekcijski pregled jedinki vrste
Barbus balcanicus, utvrdivanjem eventualnih povreda na tijelu, crvenila na razli¢itim
dijelovima tijela, kao i drugih promjena na tijelu, te prisustva cisti i ektoparazita.
Nakon adspekcijskog pregleda izvrSena je eutanazija ulovljenih jedinki poto¢ne mrene,
radi daljne analize.

Za parazitolosku analizu napravljeni su nativni preparati uzoraka uzetih sa koze i skrga.
Uzimane su strugotine blagim struganjem povrsine koze i peraja skalpelom u kranialno-
kaudalnim smjeru po tijelu ribe te napravljeni trajni preparati. Posmatranje je vrSeno
pod mikroskopom Leica DM 500, pod uvecanjem 150x i 600x, te je vrSena detekcija i
determinisanje parazita.

Potom se pristupilo disekciji jedinki pri ¢emu je dobijen jasan uvid u organe trbusne
Supljine i Skrge. Svi unutrasnji organi pregledani se u svrhu analize boje, konzistencije
i patoloskih promjena (krvarenja, edemi, ciste, neoplazije, paraziti). Nakon toga su
analizirane izvadene Skrge, a potom odvajani Skrzni listi¢i, te pravljene strugotine kao
u prethodnom slucaju. Materijal za mikroskopski pregled skrga, listi¢ skrga, odrezan je
na drugom luku. Strugotine su pretrazivane na eventualno prisustvo parazita (u
Petrijevim posudama) koristenjem binokularne lupe.

Digestivni trakt je seciran iz svjeZe ribe standardnim priborom. Pravljenjem strugotina
crijeva se mogu detektirati paraziti. Crijevni sadrZaj je bio bez parazita i razvojnih oblika
parazita, te se nije pristupalo daljnjoj analizi.

Determinacija svih parazitskih vrsta vrSena je prema relevantnim kljuevima za
identifikaciju (Byhovskaja — Pavlovskaja ef al., 1962; Bruno et al., 20006), a u
nedostatku veceg broja adekvantnih i referentnih klju¢eva konsultirane su knjige,
priruénici i &asopisi/radovi sljedeé¢ih autora: Stefanovié¢ (1948), Cankovi¢ et al.
(1968), Antal et al. (1974), Kiskarolj (1977), Brajkovi¢ (2001, 2004), Fijan
(1974, 2006) te djelo Opredelitel parazitov presnovodnih rib fauni SSSR (1962., 1984.,
1985.11987.).
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Histolo$ka analiza tkiva

Nakon disekcije, uzeti su uzorci jetre i $krga (drugi desni skrzni luk) koji su fiksirani u
10% puferiranom neutralnom formalinu. Dehidracija tkiva radena je sa uzlaznom
serijom alkohola (30, 50, 70, 90 i 100%) tokom 2h, a zatim o¢i§¢ena u ksilenu i uklapana
u parafinske blokove. Mikrotomom (LEICA RM 2145) su izrezani presjeci debljine 5-
6 mikrona. Tkiva su zatim hidratizirana opadaju¢om serijom alkohola. Presjeci su
obojeni hematoksilinom i eozinom za opstu strukturu, a zatim je izliven kanada balzam
i prekriven pokrovnim staklom (Presnell & Schreibman, 1997). Preparati su
pregledani pomocu svjetlosnog mikroskopa BestScope BS-2035DA1 pri uvecanju od
400x i 1000x, u programu Scopelmage 9.0.

REZULTATI RADA I DISKUSIJA

U julu 2021. godine, iz rijeke Miljacke uzorkovano je i analizirano ukupno 21 jedinka
vrste Barbus balcanicus (potocne mrene) sa dva odabrana lokaliteta (Dariva i Otoka).

Rezultati hidromorfoloskih i fizicko-hemijskih analiza

Lokalitet Dariva (L1) je smjesten u kanjonu Miljacke na istocnom ulazu u grad. Tokom
uzorkovanja pH vrijednost je bila blago alkalna sa vrijednostima od 8,4 §to ukazuje na
IIT - IV klasu kvaliteta vode. Pri temperaturi vode od 13,1 °C, koncentracija rastvorenog
02 iznosila je 10,75 mg/l, a zasi¢enje O2 94,9% (tabela 1).

Lokalitet Otoka (L2) pripada gradskom dijelu i smatra se zagadenim podrucjem, jer je
izlozen uticaju otpadnih voda okolnih naselja. Ovdje je pH bila blago alkalna sa
vrijednostima od 8,1 §to je takoder ukazivalo na III - IV klasu kvaliteta. Pri temperaturi

vode od 16,2 °C, koncentracija rastvorenog O: iznosila je 10,28 mg/l, a zasi¢enje O
88% (tabela 1).

Tabela 1. Hidromorfoloski, fizicki i hemijski parametri lokaliteta istrazivanja
Table 1. Hydromorphological, physical, and chemical parameters of research sites

Parametar L1 L2
]?uiina lokaliteta (m) 100 60
Sirina lokaliteta (m) 12 15
Povrsina lokaliteta (m?) 1200 900
Prosjec¢na dubina vodenog stuba (m) 0,50 0,60
Nadmorska visina (m) 510 558
Geografska duzina N 43°50°47” N 43°51°14”
Geografska Sirina E 18°21°39” E 18022°27”
Vrijeme uzimanja uzorka 13.00 9.00
Temperatura vode na  mjestu 16,2 13,1
uzorkovanja (°C)
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Rastvoreni Oz (mg/1) 10,28 10,75
Zasicenje Oz (%) 88,0 94,9
pH vrijednost vode 8,10 8,40
Elektri¢na provodljivost vode uS/cm 419 412

Temperatura vode, kao jedan od glavnih faktora kada su u pitanju paraziti, ovisila je
uglavnom o temperaturi okolnog zraka. Zabiljezene vrijednosti su se kretale izmedu
13,1°C (Dariva) i 16,2°C (Otoka). Koli¢ina rastvorenog kisika i zasi¢enost vode kisikom
su kompatibilni na oba lokaliteta. Vrijednosti zasi¢enja vode kisikom nize od 40%
nepovoljno djeluju na prehranu riba, a time i na njihov prirast (Debeljak ez al., 1993).
Posljedice toga su slaba tjelesna kondicija, te pojava i Sirenje bolesti kod riba
(Teskeredzi¢ & Raci¢, 1985).

Vrijednosti fizi¢ko-hemijskih parametara generalno pokazuju trenutno, a ne dugoro¢no
stanje kvaliteta vode i optere¢enosti vodenog ekosistema. U istrazivanjima ovog tipa
mogu posluziti kao zanacajna dopuna procjene stanja, narocito kada je u pitanju
parazitoloska i histopatoloska analiza ribljih vrsta. No, bitno je detektirati da je pH
vrijednost vode na oba lokaliteta ulazivala na kontaminiranu vodu (III-IV klasu
kvaliteta).

Rezultati mikrobiolo$ke analize vode

Rezultati mikrobioloske analize vode na dva istrazivana lokaliteta rijeke Miljacke
potvrduju prisutnost koliformnih bakterija, Escherichia coli i Enterococcus sp. koji su
znacajni pokazatelji fekalne kontaminacije vode (tabela 2). Prema Kohlu (1975,
izmijenjeno), Kavka i Poetsch (2002, modificirano) i prema EPCEU direktivama
2006/7 EEC voda na lokalitetu Dariva (L1) pripada II klasi kvaliteta povrSinske vode
na osnovu broja intestinalnih enterokoka, dok klasi Il na osnovu broja fekalnih
koliformnih bakterija. Analizirana voda na lokalitetu Otoka (L2) pripada IV klasi
kvaliteta vode na osnovu svih analiziranih parametara $to ukazuje na prekomjerno
fekalno zagadenje.

Tabela 2. Rezultati mikrobioloske analize vode rijeke Miljacke
Table 2. Results of the microbiological analysis of the Miljacka River water

Parameter L1 L2

Ukupne koliformne bakterije cfu/100ml 13023 980 300
Fekalne koliformne bakterije cfu/100ml 4738 61 829
E. coli cfu/100ml 3789 49 456
Enterococcus cfu/100ml 3834 198 300
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Rezultati analize starosne dobi, spola i osnovnih morfoloskih mjera uzorkovanih
jedinki poto¢ne mrene

Rezultati mjerenih morfometrijskih parametara jedinki uzrokovanih za histolosku
analizu dati su u tabeli 3. Vrijednosti parametara predstavljene su kao srednje
vrijednosti, standardna devijacija, minimalne i maksimalne vrijednosti uzoraka. Za
potrebe ove analize analizirano je 10 uzoraka od cega (4 muzjaka i 6 Zenki). Na
lokalitetu Dariva analizirane jedinke dominantno su pripadale starosnoj dobi od jedne
godine, a na lokalitetu Otoka podjednako su bile zastupljene jedinke starosti dobi od 2-
3 godine.

Tabela 3. Morfometrijski parametri jedinki uzorkovanih za histoloSku analizu organa
od interesa

Table 3. Morphometric parameters of specimens sampled for histological analysis of
organs of interest

Lokalitet Dariva Otoka
Morfometrijski TL SD Masa TL ST Masa
parametri (mm)  (mm) (2) (mm) | (mm) (2)
Srednja vrijednost 126 108 21,93 211 182,9 104,09
Stand. devijacija 5,3 5,1 4,77 17,7 17,4 24,68
Min. vrijednost 118,8 999 18,2 183 155 73,6
Maks. vrijednost 1357 115,7 32,1 236 209 136,3

Rezultati mjerenih morfometrijskih parametara (7+4 jedinke), starosti i spola jedinki
uzrokovanih za parazitolosku analizu dati su u tabeli 3 uz podatke o prisustvu parazita.
Prosje¢na masa uzorkovanih riba je iznosila 61,29 g. Prosjean SL za uzorkovane ribe
je iznosio 76,85 mm, s tim da je najmanji SL iznosio 18,7 mm (lokalitet Otoka), a
najve¢i 115,77 mm (lokalitet Dariva). Prosje¢an TL je 89,83 mm (najmanji je
evidentiran na L1 - 22,3 mm, a najveéi na L2 - 135,75). Dobna struktura jedinki se
kretala od 1-3 godine, s tim da su bile dominantne jedinke starosne dobi 1+. Mlade
jedinke ribljih vrsta su prijemcivije za razvoj parazita, jer je veca mogucnost invazije i
pojave znakova bolesti (Yanong, 2017). Ovi navodi su isli u prilog parazitoloskoj
analizi istrazivane vrste.

Rezultati parazitoloSke analize istraZivane riblje vrste

Na osnovu adspekcijskog 1 sekcijskog pregleda svih uzoraka riblje vrste Barbus
balcanicus, na oba lokaliteta, nisu ustanovljeni klinicki manifestni simptomi koji bi
ukazivali na prisustvo bolesti.

Mikroskopskim pregledom strugotina ustanovljene su ukupno Cetiri vrste parazita kod
svih 11 uzoraka/jedinki vrste Barbus balcanicus. U tabeli 4 su pored toga prikazani

107



Histopatologka i parazitologka analiza tkiva vrste Barbus balcanicus Kotlk, Tsigenopoulos, R8b & Berrebi, 2002 kao .......
Histopatological and parasitological analysis of Barbus balcanicus Kotlk, Tsigenopoulos, R§b & Berrebi, 2002 tissues .....

rezultati svih ostalih ve¢ spomenutih mjerenih parametara (spol, starost, morfometrijski
parametri i masa).

Tabela 4. Spol, starost, morfometrijski parametri (TL i SL), masa i prisustvo parazita
(Barbus balcanicus iz rijeke Miljacke na oba lokaliteta uzorkovanja)

Table 4. Sex, age, morphometric parameters (TL and SL), weight, and presence of
parasites (Barbus balcanicus from the Miljacka River at both sampling sites)

Broj uzorka  Masa TL SL Spol = Starost Prisustvo
(lokalietet) (2) (mm) (mm) parazita
1 (L1) 22,6 130 1129 M 2+ +
2 (L1 26,7 135,75 115,77 M 2+ +
3 (LD 22,65 12793 110,72 M 1+ +
4 (L1 18,26 = 123,14 99,94 V4 1+ +
5 (L1) 18,62 125,72 107,6 M 1+ +
6 (L1 32,08 129,44 109,38 M 1+ +
7 (L1) 20,19 124,57 109,04 M 1+ +
8 (L2) 136,3 22,7 20,9 Z 3+ +
9 (L2) 136,1 23 20,6 z 3+ +
10 (L2) 135,2 23,6 19,9 z 3+ +
11 (L2) 105,5 223 18,7 Z 3+ +

Kod sedam analiziranih jedinki poto¢ne mrene iz rijeke Miljacke sa lokaliteta Dariva
(L1) ustanovljena je jedna vrsta protozoa i dvije vrste metilja (Trematoda). Na lokalitetu
Otoka (L2) analizirane su cetiri jedinke istrazivane vrste, kod kojih je potvrdeno
prisustvo dvije vrste protozoa i jedna vrsta trematoda (tabela 5). Prisustvo vrste
Ichthyophthirius multifiliis utvrdeno je kod svih analiziranih jedinki, na oba lokaliteta.
Do nivoa vrste identifikovana je i vrsta Chilodonella cyprini. Ostali paraziti su
determinisani do nivoa roda, konkretno rodovi Dactylogirus i Diplozoon.

Rod Dactylogirus (Monogenea; Trematoda), evidentiran na oba lokaliteta istrazivanja,
je metilj koji je ustanovljen i na koZzi i na perajima ispitivanih uzoraka (tabela 4).
Daktilogiroza je vrlo Cesta bolest slatkovodnih riba koju uzrokuju paraziti iz grupe
homogenih (,,jednodomacinskih®) metilja (Yamaguti, 1968). Na perajima i kozi
ciprinidnih riba, parazitira ve¢i broj vrsta metilja roda Dactylogyrus, $to moze
uzrokovati ugibanje mladi posebno u prvom mjesecu Zivota (Cirkovié et al., 2002).
Diplozoon je jedinstven rod unutar monogenetskih trematoda u kojoj odrasle jedinke
ostaju ujedinjene u parovima u stalnoj kopulaciji u obliku kriza (Yamaguti, 1963).
Prema podacima od strane Kawatsu (1978) Diplozoon moze da izazove hipohromnu
anemiju. Lokalizacija parazitiranja vrste roda Diplozoon (tabela 4) kod svih inficiranih
jedinki je koza.

Prazivotinje (Protozoa; Protista) parazitiraju na kozi, $krgama, u unutra$njim organima
i krvi riba. Parazitski oblici Protozoa u malom broju su bezopasni, medutim kada se
namnoze mogu izazvati ozbiljne posljedice u razvoju riba, pa ¢ak i smrt. Na istoj ribi
moze se javiti viSe vrsta parazitskih Protozoa §to predstavlja dodatni problem.
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Protozojska vrsta trepljara, Ichthyophthirius multifiliis, je ustanovljena kod svih
ispitivanih jedinki analizirane riblje vrste. Lokalizacija ove vrste je koza, peraja i Skrge
(tabela 5). U ukupnom ihtiouzorku najvisu prevalenciju infestacije ostvarila je, dakle,
ova vrsta. Izgleda da I. multifiliis parazitira na svim slatkovodnim ribama i nema
podataka o vrstama koje su prirodno otporne na nju, iako postoje razlike u osjetljivosti
medu vrstama (Molnar, 1995). Pogodni faktori za Sirenje bolesti su gustoc¢a populacije
u uzgoju, stres, lo§i parametri okolisa i temperatura. ViSe temperature ubrzavaju
razvojni ciklus parazita. Prema svemu navedenom, a s obzirom na prethodno navedene
rezultate, ova parazitska vrsta nije mogla dose¢i svoj ,maksimum® u vrijeme
uzorkovanja. Morbiditet i mortalitet je izraZzen u visokom postotku, narocito kod mladi,
dok starije ribe ugibaju sporadi¢no, ali su istovremeno parazitonose (Jazi¢ et al., 2009).
Protozojska, cilijatna vrsta Chilodonella cyprini, evidentirana je samo na lokalitetu
Otoka na kozi istrazivane vrste (tabela 4). Ove parazitske vrste parazitiraju na tijelu i
perajama riba. Izazivaju iritaciju koze i pojacavaju mukoznu sekreciju. Utvrdeno je da
trajanje aktivnog stanja parazita izvan tijela domacina/ribe ovisi o temperaturi.
Najaktivnije se dijeli na 5 - 10°C. Na 20°C podjela prakti¢no prestaje (Bauer &
Nikol'skaya, 1957). Izmjerene tmperature na mjestu uzorkovanja naSe vrste nisu
pogodovale ni jednom ni drugom. Odlucujuéi uticaj ima svakako fiziolosko i
kondiciono stanje ribe.

Vrsta Barbus balcanicus u nasoj studiji ima evidentirane parazite Ciji je intenzitet
infestacije generalno slabog stepena (+) (tabela 5). Dactylogirus sp. i Chilodonella
cyprini parazitiraju na kozi i perajima, Ichthyophthirius multifiliis 1 Diplozoon sp. na
Skrgama.

Tabela 5. Mikroskopski pregled strugotina istrazivane riblje vrste (Q/O/+/++/+++ -

simboli uzlazne gradacije promjena izazvanih parazitskim vrstama)

Table 5. Microscopic examination of scrapes from the investigated fish species
(O0/0/+/++/+++ - symbols indicating the ascending severity of changes caused by
arasitic species)

Lokalitet Dariva
Organ Nalaz Stepen promjena
(DIO/+/A+++++)
Koza, peraje Dactylogirus ~ sp.,  Ichthyophthirius O/+
multifiliis
Skrge Diplozoon sp., Ichthyophthirius O+
multifiliis
Crijeva Bez parazita i razvojnih oblika parazita %
Lokalitet Otoka
Organ Nalaz Stepen promjena
(H/++H+++)
Koza, peraje Chilodonella cyprini, Dactylogirus sp., =/+
Skrge Ichthyophthirius multifiliis O+
Crijeva Bez parazita i razvojnih oblika parazita 0
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Rezultati histoloSke analize tkiva

HistoloSkom analizom utvrdeno je prisustvo patoloskih lezija u tkivu skrga i jetre
jedinki sa oba lokaliteta (slika 2). Ve¢i stepen promjena zabiljeZen je u uzorcima jedinki
koje su prikupljene na lokalitetu Otoka u odnosu na lokalitet Dariva.

Analizom $krga uocene su lezije u lamelarnom epitelu ili dublje u tkivu lamela (slika
2a, b, ). Zabiljezene lezije okarakterisane su kao nodule uglavnom sfernog do jajolikog
oblika i potpuno zatvorene unutar zida epitela. Nasi rezultati su u korespondenciji sa
brojnim studijama koje ove formacije pripisuju razli¢itim parazitskim infekcijama, ali
takoder navode i znacajnu vezu izmedu bakterioloskih parametara u vodi i upalnih
procesa u tkivima riba (Azevedo et al., 2009; Kilian and Avenant-Oldewage,
2013; Kaur and Katoch, 2014; Dar et al., 2020).

Histopatoloskom analizom hepatocelularnog parenhima uzoraka sa oba lokaliteta
zabiljeZzene su ozbiljne patoloske lezije (slika 2d,2e,2f). Veci stepen ovih promjena
takoder je konstatovan kod uzoraka sa lokaliteta Otoka, §to povezujemo sa veéim
antropogenim pritiskom na ovom dijelu vodotoka rijeke Miljcke. Zabiljezene su
proliferativne i multifokalne nodularne lezije razli¢itih veli¢ina i sastava (slika 2d).
Okarakterizirane su nodularne lezije sa nekroti¢nim centralnim dijelom (slika 2e) i
nodule ogranicene fibroznim tkivom (slika 3d). Nodularne lezije zabiljeZzene su u
nekoliko studija koje su sugerisale njihovu povezanost sa razli¢itim vrstama parazitskih
infekcija (Mahmoud et al., 2016; Alexandre Sebastido ef al., 2019). Promjene
hepatocelularnog parenhima mogu biti i rezultat odgovora organizma na prisustvo
patogenih mikroorganizama u vodenim ekosistemima (Novotny ef al., 2010; Rajme-
Manzur et al., 2021).
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Slika 2. Histopatoloske lezije u S§krgama (a, b, ¢) i jetri (d, e, f) Barbus balcanicus
Figure 2. Histopathological lesions in gills (a, b, ¢) and liver (d, e, f) of Barbus
balcanicus

Rezultati parazitoloskih i histoloskih analiza tkiva vrste Barbus balcanicus u
odnosu na stepen opterecenosti/kontaminiranosti vode rijeke Miljacke

Poulin (2014) navodi kako raznolikost parazitskih vrsta ovisi o vise faktora. Jedan od
faktora se odnosi prvenstveno na specificnost parazitskih vrsta. Manje specificne vrste
inficiraju pripadnike razli¢itih taksonomskih skupina, dok su one visoko specijalizirane
vrste najcescée ogranicene na samo jednu vrstu ili rod.

Ekoloski faktori u kojima domacin obitava takoder mogu imati veliki uticaj na brojnost
parazitskih vrsta, a utiu i na opée stanje domacina koje predstavlja jo§ jedan od
znaCajnih elemenata pri ¢emu Poulin i Morand (2000) spominju i vaZnost
raspolozivog prostora za parazite, ta¢nije samu veli¢inu domacina. Bagge et al. (2004)
isticu vecu vaznost u brojnosti jedinki u populaciji naspram gustoce populacije, Sto
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zna¢i da prema navedenom autoru za daljnje Sirenje parazita vecu ulogu igra broj
raspolozivih jedinki od bliskog kontakta izmedu domacina.

Riblji paraziti se obi¢no nalaze u hrskavici $krznih lukova, slusnog i statickog organa,
kao 1 u ki¢mi. Spore se mogu naci u svim dijelovima tijela. Ovom ¢injenicom mozemo
tumaciti da i Zive, prividno zdrave ribe koje su preboljele invaziju mogu luciti spore, te
na taj nacin predstavljaju direktnu opasnost za Sirenje oboljenja. Parazitarne bolesti
mogu izazvati ogromne $tete, narocCito ukoliko nastanu takvi ekoloski uslovi koji djeluju
negativno na otpornost riba, kao §to su nepravilna ishrana, promjene fizicko-hemijskog
sastava vode i prenaseljenost pojedinih rijeka (Skenderovi¢, 2015).

Vrijednosti temperature i vodostaj u vrijeme uzorkovanja tokom naseg istrazivanja nisu
bili izuzetno povoljni za razvoj koznih, ektoparazitskih protozoa. S tim smo povezali
izostanak invazije i samim tim ispoljavanje simptoma bolesti. Sprovedena
ihtioparazitoloska istrazivanja su time potvrdila da je pojava ektoparazita usko
povezana sa mikroklimatskim faktorima sredine, gustinom ihtiopopulacija u
akvaticnom ekosistemu, stepenom kvaliteta vode i ekoloskih uslova datog ekosistema.
Na temelju detektovanih parazita, kao svojevrsnih ekoloskih pokazatelja, evidentno je
da je voda oba lokaliteta rijeke Miljacke zagadena. To je svakako potvrdila
mikrobioloska analiza vode na osnovu ¢ijih je parametara odredena kategorizacija vode
(umjereno do jako zagadena) te djelimicno i fizicko-hemijska analiza vode.

Histoloske analize su takoder pokazale promjene u tkivima (Skrgama i jetri) sa vec¢im
stepenom upravo na onom lokalitetu gdje voda ima veci stepen zagadenija na osnovu
mikrobioloske analize, ali i sa dominacijom opasnih protozojskih parazita. Osim $to se
pregledom literature ove promjene povezuju s bakterioloskim patogenima, kako i jeste
potvrdeno u ovoj studiji, takoder indiciraju prisustvo parazita. Jednokratno uzorkovanje
i tada prisutni parametri su svakako nedostatak za donosSenje definitivnih zakljucaka, ali
prediktivni su potpuno osnovani. Ve¢ sama detekcija ovih parazita je utemeljenje za
navedeno, ali i potvrda da se i u limitiranoj frekvenciji uzorkovanja, pa i broju lokaliteta
i jedinki, ovi aspekti analiza mogu dovesti u vezu i dati znacajnu kompenzaciju
cjelokupnog ekoloskog stanja istrazivanih lokaliteta. Odabrana riblja vrsta sigurno
moze biti dobar model upravo za ovakav tip istrazivanja, narocCito $to je relativno
kvantitativno dobro zastupljena u istrazivanom podrucju.

Rezultati mikrobioloske analize kvaliteta vode rijeke Miljacke i analize fizicko-
hemijskih parametara vode, kao i ostalih ekoloskih uslova istrazivanog podrudja,
svakako ukazuju da je rijeka Miljacka veoma povoljna sredina za razvoj parazita. Samo
prisustvo parazita i histoloska analiza tkiva odredene vrste i njihovo frekventnije
pracenje bi nam sigurno ukazalo na kvalitet vode istrazivane rijeke, u slu¢aju da nismo
u moguénosti izvrSiti mikrobiolo§ku analizu ili nekog drugog bioloSkog elementa
kvaliteta vode. lako je multidisciplinarnost analiza jednog akvaticnog ekosistema i
bioindikatorskih vrsta koji tu obitavaju najsigurniji nacin za dobivanje uvida u realno i
kompletno stanje i ekoloski status povrSinskih voda, uspostava i zna¢aj ovih korelacija
je veliki.

112



Aldijana Mugovil, Mahir Gajevil, Renata Begta-Gajevil, Adi Vesnil, Senad Gljuka, Adnan Jagil, Selma Pilil

ZAKLJUCAK

Vrsta na kojoj je vrSena parazitolosSka i patohistoloska analiza, Barbus balcanicus
Tsigenopoulos, Rab & Berrebi, 2002, predstavlja adekvatan model i bioindikator za
ispitivanje zagadenosti vodenih ekosistema zbog senzitivnosti na parazitske vrste i
manifestno djelovanje razli¢itih mikrobioloskih patogena na njena tkiva. U ovom radu
je tako njena bioindikativnost podignuta na ve¢i nivo, zbog njene osjetljivosti na
parazite i uzro¢no-posljedi¢no pratecih histopatoloskih promjena.

Ihtioparazitoloska istrazivanja u rijeci Miljacka, na odabranoj vrsti, su pokazala
prisustvo Cetiri vrste parazita: Dactylogyrus sp., Ichtyophtirius multifiliis, Diplozoon sp.
i Chilodonella cyprini, s tim da najvecu infestiranost pokazuje vrsta Ichtyophtirius
multifiliis. Adspekcijskim 1 sekcijskim pregledom jedinki nisu ustanovljeni klinicki
manifestni simptomi koji bi wukazivali na prisustvo bolesti. Sprovedena
ihtioparazitoloska istrazivanja su pokazala da je pojava ektoparazita usko povezana sa
mikroklimatskim faktorima sredine, gustinom ihtiopopulacija u akvalnom ekosistemu,
stepenom kvaliteta vode i ekoloskim uslovima datog ekosistema. Uvidom u rezultate
mikrobioloske analize te analize fizicko-hemijskih parametara vode utvrden je stepen
zagadenosti, pri cemu je ocekivano veci na lokalitetu Otoka usljed vece naseljenosti i
izrazenijeg antropogenog uticaja. HistopatoloSkom analizom utvrdeno je prisustvo
patoloskih lezija u tkivu Skrga i jetre jedinki sa neSto veéim stepenom promjena u
uzorcima jedinki uzorkovanih na navedenom lokalitetu. Povezanost ovih promjena sa
parazitskim infekcijama i prisustvom patogenih mikroorganizama u nasem istrazivanju
je potvrdena primarna hipoteza rada.

Uzimajuci u obzir rezultate svih aspekata istrazivanja, rijeka Miljacka pogoduje razvoju
parazita. Da bismo u potpunosti potvrdili ovaj zakljucak, te da bismo ispitali prisustvo,
brojnost i diverzitet parazitskih vrsta u perspektivi, neophodno je sprovesti istrazivanje
u svim sezonama na istim ili pak na viSe lokaliteta. Preporuka za sveobuhvatnost
procjene stanja povrSinskih voda i jasnije procjene korelacije izmedu ovih znacajnih
segmenata istrazivanja ribljih vrsta i ekoloskog statusa njihovog biotopa bi bila da se
ukljuci i viSe ribljih vrsta i jedinki uz neophodne dodatne analize. Bez obzira na
neophodne dopune, iz ovog istraZivanja je jasno da kontaminirani akvati¢ni ekosistem
uslovljava prisustvo parazita i histopatoloske promjene odredenih tkiva ribljih vrsta, ali
i obrnuto — parazitske infekcije i promjene u tkivu ukazuju na kontaminiranost
odredenog vodenog ekosistema. Navedeno predstavlja vise ,,alata® kao i mogucénost
izbora za ostvarivanje ovakvih ili sli¢nih ciljeva istrazivanja.

LITERATURA
Alexandre Sebastido, F., LaFrentz, B. R., Shelley, J. P., Stevens, B., Marancik, D.,
Dunker, F., & Soto, E. (2019). Flavobacterium inkyongense isolated from

ornamental cichlids. Journal of Fish Diseases, 42(9).
Antal, A., & Istvan, T. (1974). ABC Ribnjacarstva. Glas Slavonije, s.248, Osijek.

113



Histopatologka i parazitologka analiza tkiva vrste Barbus balcanicus Kotlk, Tsigenopoulos, R8b & Berrebi, 2002 kao .......
Histopatological and parasitological analysis of Barbus balcanicus Kotlk, Tsigenopoulos, R§b & Berrebi, 2002 tissues .....

Apostolski, K. (1973). Structures of fish population in Mavrovo lake. In First European
Ichthyological Congress: Abstracts, Sarajevo, Jugoslavija 21-29. IX 1973,
Jugoslovensko ihtiolosko drustvo, s.I., str.13.

Azevedo, C., Casal, G., Mendonga, 1., & Matos, E. (2009). Fine structure of Henneguya
hemiodopsis sp. n.(Myxozoa), a parasite of the gills of the Brazilian teleostean
fish Hemiodopsis microlepes (Hemiodontidae). Memdrias do Instituto Oswaldo
Cruz, 104, 975-979.

Bagge, A. M., Poulin, R., & Valtonen, E. T. (2004). Fish population size, and not
density, as the determinig factor of parasite infection: a case study. Parasitology.

Basi¢, M. (1980). Idiekologija Barbus meridionalis petenyi (Heckel, 1847) iz donjeg
toka rijeke Lasve. Magistarski rad. Prirodno-matematicki fakultet Univerziteta
u Sarajevu, Sarajevo.

Bauer, D.N., & Nikolskaya, N.P. (1997). Chilodonella cyprini: it's biology and
epizootological significance.

Beally, S., De Oliveira, E.F., Almeida — Neto, M., Mello, M.A.R., & Takemoto, R.M.
(2015). Ectoparasites and endoparasites of fish form networks with different
structures. Parasitology.

Bogut, 1., Novoseli¢, D., & Pavlicevié, J. (2006). Biologija riba. Poljoprivredni fakultet
u Osijeku, Osijek.

Brajkovi¢, M. (2001). Zoologija Invertebrata I. Zavod za udzbenike i nastavna sredstva
— Beograd.

Brajkovi¢, M. (2004). Zoologija Invertebrata II. Zavod za udzbenike i nastavna sredstva
— Beograd.

Bruno, D. W., Nowak, B., & Elliott, D. G. (2006). Guide to the identification of fish
protozoan and metazoan parasites in stained tissue sections. Diseases of Aquatic
Organisms, 70(1-2), 1-36.

Bykhovskaya-Pavlovskaya, I.E., Guser, A.V., Dubinina, M.N., Izyumova, N.A.,
Smirnova, T.S., Sokolovskaja, I.L., Stejn, G.A., Suljman, S.S., & Epstejn, V.M.
(1962). The guide for determination of parasites of fresh water fish of SSSR.
Akademiya Nauk SSSR, Leningrad.

Cankovié, M., Deli¢, S., Kiskarolj, M., & Rukavina, J. (1968). Parazitofauna
slatkovodnih riba Bosne i Hercegovine. (TREMATODA, CESTOIDEA,
NEMATODA, ACANTHOCEPHALA). Akademija nauka i umjetnosti Bosne
i Hercegovine. Djela — Knjiga XXXIII, Odjeljenje prirodnih i matematickih
nauka, knjiga 2. Sarajevo.

Cirkovié, M., Jovanovi¢, B., & Maletin, S. (2002). Ribarstvo. Univerzitet u Novom
Sadu. Poljoprivredni fakultet Novi Sad.

Dar, G. H., Bhat, R. A., Kamili, A. N., Chishti, M. Z., Qadri, H., Dar, R., & Mehmood,
M. A. (2020). Correlation between pollution trends of freshwater bodies and
bacterial disease of fish fauna. Fresh water pollution dynamics and remediation,
51-67.

Debeljak, Lj., Fasai¢, K., Bebek, Z., Adamek, Z., & Slaganac, D. (1993). Pobolj3anje
kvalitete vode u Saranskim ribnjacima. Ribarstvo.

114



Aldijana Mugovil, Mahir Gajevil, Renata Begta-Gajevil, Adi Vesnil, Senad Gljuka, Adnan Jagil, Selma Pilil

European Parliament and the Council of the European Union - EPCEU (2006) Directive
2006/7/EC of the European Parliament and of the Council of 15 February 2006
concerning the management of bathing water quality and repealing Directive
76/160/EEC. Official J L 64/37.

Fatima, M., Usmani, N., & Hossain, M.M. (2014). Heavy metal in aquatic ecosystem
emphasizing its effect on tissue bioaccumulation and histopathology: A review:
Journal of Environmental Science and Technology.

Fijan, N. (1974). Bolesti riba i rakova. SveuciliSnja naklada Liber, s.105, Zagreb.

Fijan, N. (2006). Zastita zdravlja riba. Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu,
Zagreb.

Frece, J., & Morkov, K. (2015). Uvod u mikrobiologiju i fizikalno-hemijsku analizu
voda. Slovenija: Institut za sanitarno inZenjerstvo.

Iyaji, F.O., & Eyo, J.E. (2008). Parasites and their Freshwater Fish Host. Bio-
Research, vol. 6 (1), pp. 328-338

Jazi¢, A., Zuko, A., Omeragi¢, A., Fejzi¢, N., & Grbo, S. (2009). Priru¢nik za
upravljanje zdravljem zivotinja u akvakulturi BiH. Veterinarski fakultet,
Veterinarski institut, odjeljenje za akvakulturu, Sarajevo.

Kaur, H., & Katoch, A. (2014). Gill disease caused by Thelohanellus bifurcata Basu and
Haldar, 1999 a pathogenic myxozoan parasite in cultured Indian carp, Labeo
rohita (Hamilton, 1822) in Punjab, India. J. Anim. Health Prod., 2, 19-24.

Kavka, G. G. & Poetsch, E. (2002). Microbiology. U P. Literathy, V. Koller Kreimel &
I. Liska, Technical Report of the International Commission for the Protection
of the Danube River (138-150), Eigenverlag ICPDR

Kilian, E., & Avenant-Oldewage, A. (2013). Infestation and pathological alterations by
Ergasilus sarsi (Copepoda) on the Tanganyika Killifish from Africa. Journal of
Aquatic Animal Health, 25, 237-242.

Kiskarolj, M. (1977). Istrazivanje parazitofaune riba slatkovodnih ribnjaka BiH.
I.Ciprinidni ribnjaci. A.Monogeni trematodi 1. Veterinaria 26, 2-3, 195-208,
Sarajevo.

Kleinow, K.M., Melancon, M.J., & Lech, J.J. (1987). Biotransformation and induction:
implications for toxicity, bioaccumulation and monitoring of environmental
xenobiotics in fish. Environmental Health Perspectives.

Kohl, W. (1975). Uber die Bedeutung bakteriologischer Untersuchungen fiir die
Beurteilung von FlieBgewédssern, dargestellt am Beispiel der Gsterreichischen
Donau, Arch, Hydrobiol/Suppl, 44(4), 392-461. doi:
10.1127/agdonauforschung/5/1979/392

Kottelat, M., & Freyhof, J. (2007). Handbook of European freshwater fishes.
Publications Kottelat, Cornol, Switzerland.

Leusen, A., Lunestad, B.T., & Berland, B. (2008). 17- parasites in farmed fish and
fishery products. In Lie Q., (Ed.), Improving Farmed Fish Quality and Safety.
In Woodhead Publishing Series in Food Science, Techology and Nutrition
Woodhead Publishing.

Mahmoud, M. A., Abdelsalam, M., Mahdy, O. A., El Miniawy, H. M., Ahmed, Z. A.,
Osman, A. H., ... & Ewiss, M. Z. (2016). Infectious bacterial pathogens,

115



Histopatologka i parazitologka analiza tkiva vrste Barbus balcanicus Kotlk, Tsigenopoulos, R8b & Berrebi, 2002 kao .......
Histopatological and parasitological analysis of Barbus balcanicus Kotlk, Tsigenopoulos, R§b & Berrebi, 2002 tissues .....

parasites and pathological correlations of sewage pollution as an important
threat to farmed fishes in Egypt. Environmental Pollution, 219, 939-948.

Milos, M. (2009). Prehrana poto¢ne mrene (Barbus balcanicus Kotlik, Tsigeropoulos,
Rabb i Berrebi 2002). Diplomski rad. Prirodoslovno-matematicki fakultet.
Sveuciliste u Zagrebu.

Molnar, K. (1995). Phylum Apicomplexa. Fish Diseases and Disorders. Vol 1, Woo
P.T.K, Cabi Publishing.

Mrakov¢i¢, M., Brigi¢, A., Buj, L., Caleta, M., Mustafi¢, P., & Zanella, D. (2004).
Crvena knjiga slatkovodnih riba Hrvatske. Ministarstvo kulture i medija
Republike Hrvatske. Drzavni zavod za zastitu prirode, Zagreb.

Novotny, L., Halouzka, R., Matlova, L., Vavra, O., Bartosova, L., Slany, M., & Pavlik,
I. (2010). Morphology and distribution of granulomatous inflammation in
freshwater ornamental fish infected with mycobacteria. Journal of Fish
Diseases, 33(12), 947-955.

Opredelitel parazitov presnovodnih rib SSSR (1962). Izdateljstvo Ak. N. SSSR,
Moskva-Leningrad.

Opredelitel parazitov presnovodnih rib fauni SSSR (1984). Tom 1. Parazitieskie
prosteisie (Opredeliteli po faune SSSR izdavaemie Zoologiceskim institutom
AN SSSR), Nauka, Leningrad.

Opredelitel parazitov presnovodnih rib fauni SSSR. (1985). Tom 2. Paraziticeskie
mnogokletocnie, I dio (Opredeliteli po faune SSSR izdavaemie Zoologi¢eskim
institutom AN SSSR), Nauka, Leningrad. Opredelitel parazitov presnovodnih
rib fauni SSSR. (1987). Tom 3. Paraziticeskie mnogokletocnie, II dio
(Opredeliteli po faune SSSR izdavaemie Zoologic¢eskim institutom AN SSSR),
Nauka, Leningrad.

Poulin, R. (2014). Parasite biodiversity revisited: frontiers and constraints. International
Journal for Parasitology.

Poulin, R., & Morand, S. (2000). The Diversity of Parasites. The Quarterly Review of
Biology, 75(3), 277-293.

Presnell, J. K., & Schreibman, M. P. (1997). Humason’s animal tissue techniques, (pp.
572). MD: John Hopkins University Press, Baltimore.

Rajme-Manzur, D., Gollas-Galvan, T., Vargas-Albores, F., Martinez-Porchas, M.,
Hernandez-Ofiate, M. A., & Hernandez-Lopez, J. (2021). Granulomatous
bacterial diseases in fish: An overview of the host's immune response.
Comparative Biochemistry and Physiology Part A: Molecular & Integrative
Physiology, 261, 111058.

Ricklefs, R.E., & Miller, G.L. (2000). Ecology. 4th Edition, W.H. Freeman, New York.

Ridanovi¢, L., & Ridanovi¢, S. (2016). Ekoloske i mikrobioloske karakteristike rijeke
Neretve. Univerzitet “Dzemal Bijedi¢”, Mostar.

Skenderovi¢, 1. (2015). Biodiverzitet parazita hidroakumulacije Modrac. “OFF-SET”
Tuzla, Tuzla.

Smith, R.L., & Smith, T.M. (2001). Ecology and field biology. USA: Benjamin
Cummings.

116



Aldijana Mugovil, Mahir Gajevil, Renata Begta-Gajevil, Adi Vesnil, Senad Gljuka, Adnan Jagil, Selma Pilil

Sofradzija, A. (2009). Slatkovodne ribe BiH. Sarajevo: Vijece kongresa bosnjackih
intelektualaca.

Stefanovi¢, D. (1948). Rasna i ekoloska ispitivanja na ohridskim salmonidama. Srpska
akademija nauka, Beograd.

Teskeredzi¢, E., & Racié, 1. (1985). Izvjestaj o ucestalosti bolesti Sarana u ribnjacima
SR Hrvatske od 1982. do 1984. godine. IRB, OOUR CIM Zagreb.

Yamagoti, S. (1968). Monogenetic trematodes of Hawaiiar fishes, University of Hawaii
Press.

Yanong, R.P.E. (2017). Nematode (Roundworm) Infections in fish. University of
Florida, Fisheries and Aquatic Sciences Department, Florida Cooperative
Extension Service, IFAS Extension Document CIR91.

Zunié, L. (2010). Rijeka Miljacka-osnovne potamoloske karakteristike (hidrografski
prikaz). Casopis Sarajevo.

HISTOPATHOLOGICAL AND PARASITOLOGICAL ANALYSIS OF Barbus
balcanicus Kotlik, Tsigenopoulos, Rab & Berrebi, 2002 TISSUES AS A
BIOINDICATOR OF MILJACKA RIVER

Summary

Water ecosystem pollution causes stress in fish species and leads to diseases as a
consequence of interaction with opportunistic pathogens. Parasitic species pose a
particular threat to fish health, being transmitted from one fish to another through direct
and/or indirect means. This research conducted a parasitological analysis of the
bioindicator species Barbus balcanicus. Histological analysis was performed to detect
the relationship with parasitic infections, as well as the correlation between water
bacteriological parameters and inflammatory processes in fish tissues. Sampling was
carried out in July 2021 at two locations in the Miljacka River. Analysis of the tissue
samples from the individuals detected the presence of parasites from the groups
Protozoa and Trematoda, which were identified up to the level of genus or species using
relevant keys and literature. Alongside ichthyoparasitological research, an analysis of
physicochemical water icrobiological analysis was conducted, with results indicating
pollution of the Miljacka River and favorable conditions for parasite development.
Histological analysis confirmed the presence of pathological lesions in the gill and liver
tissues of individuals, linked to parasitic infections and the presence of pathogenic
microorganisms. Various pollutants in water ecosystems contribute to the presence of
parasites and histopathological changes in fish species, while parasitic infections and
tissue changes indicate poor ecological status and contamination of surface waters.

Key words: barbel, parasitology, pathohistology, pollutants, biological elements of
water quality
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