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Akademik 1. TomalSec, Z. Brupnjak, N. Frjay ml, i Lj. KunsT

DALJI PRILOG ETIOLOGIJI ZARAZNE VODENE
BOLESTI SARANA

Pitanje etiologije zarazne vodene bolesti Sarana (zvb3) zackuplja na-
uéne radnike i ribarske struénjake veé nckoliko de(‘enija Unato¢ tome
jo$ uvijek ne postoji jedinstveno misljenje o tom pitanju.

Danas je opcéenito prlhvaceno m:al_]cn]e da je to bolest zarazne naravi,
€iji je nastanak i tok u izvjesnoj mjeri ovisan i o nekim faktorima izvan
zaraznog agensa. No u pitanju primarnog uzroénika ove bolesti midljenju
<¢ razilaze. Jedni smatraju da je primarmi uzroc¢nik bolesti bakterija
Aeromonas (Pseundomonas) punctala, a drugi smatraju da je primarni
uzroénik virus, Glavni pobornik miiljenja da je Aeromonas punctata
primarni uzroénik ove bolesti je W. ScuArrrcraus, koji je prvi pred
vife od tri decenija poteo proudavati ovu bolest. Pitanje uloge Aeromo-
nas punectata kod ove bolesti je iscrpno istrazivano na naSem fakultetu
(I. TomMASEC 1 suradnici). Rezultati nadih istraZivanja pokazali sn da sc
ta bakterija ne moZe smatrati kao primarni uzroénik zvhs, veé da ona
tek naknadno ulazi u bolesni organizam. Ne ulazeéi ovdje potanje u taj
problem, iznijet ¢emo samo glavne razloge za takvo nase stajaliste.

Opéenito je poznato da je bakterija Aeromonas punctata radirena u
svimm vodama, pa je Jednako nalazimo u vodama u kojima ova bolest vla-
da, kao i u onima gdje bolesti nema. Nalazimo je redovito i u erijevu
zdravih Sarana, a izuzetno je moZemo naéi i u njegovim organima. Utvr-
deno je da nema bitne razlike u patogenitetu prema Saranima izmedu
sojeva Aeromonas punctata koji su izolirani iz vode u kojo] nema bole-
snibh Sarana i sojeva koji su izolirani iz bolesnih Sarana odnosno iz $arana
koji su ugimuli od zvbhs. Sta viSe, bilo je i slufajeva u kojima je pato-
genitet sojeva iz vode u kojoj nije bilo bolesnih 3arana bio znatno veéi
ud patogeniteta onih sojeva koji su izolirani iz bolesnih Saruna. Bolesue
promjene se kod Sarana moga preizvesti tek velikim dozama Aeromonas
punctata apliciranih intraperitonealno, intramuskularno ili supkutano.
U vodi se redovito nalazi veéi broj tipova Aeromonas punctata, koji se
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medusobne razlikuju ugiaviem po mekim biokemijskim svojstvima. Iz
bolesnih Sarana jednog te istog ribnjaka izolirali smo u isto vrijeme veéi
broj tipova te bakterije, a i neke druge bakterijske vrste. Ta &injenica
govori protiv mi§ljenja da je Aeromonas punctata specificki i primarni
uzrocnik bolesti. Patolosko-anatomske promjene kod prirodne zvhs i kod
umjetne infekeije Sarana s Aeromonas punctata su samo na prvi pogled
slitne, a u svojoj biti su razlic¢ite. Na tu ¢injenicu neki aatori nisu svra-
tili dovoljne paZnje. Kod prirodne zvbs nalazimo u prvom redu hidro-
picke promjene s hiperemijama, krvarenjima i nekrozama narocito u
koZi, a kod umjetne infekeije s Aeronionas punctata prevladavaju uglav-
nom gnejno-upalni procesi, i to na mjestu aplikacije bakterijske kulture.
Bolest koju smo proizveli kod Sarana umjetnom infekcijom s Aeromonas
punctata (pomoéu intramuskularne ili intraperitonealne aplikacije) nije
uspjelo kohabitacijom u vodi prenijeti na zdrave Sarane, dok je takav
naéin prijenosa bolesti mogué kod prirodne zvhs, Izrazita razlika postoji
1 u inkubaciji, koja je kod umjetne infekeije s Aeromonas punctata
mnogo kraéa. Nadalje je opéenito poznato da zvbs u akutnom i teskom
obliku najéeiée vlada u proljeée kod temperature vode od 15 do 20°C.
Kad temperatura vode prijede 20"C, tada holest obi¢no prestaje, odnos-
no rjede se javlja. Medutim se bakterija Aeromonas punctata veoma
dobro razmnaza u vodi, pa i u Saranskom organizmu kod vife tempera-
ture (28-30°C), a kod tc temperature vode se zvbs rjede javlja, a uko-
liko sc javi, tada je to obiéno u blaZem obliku. Svakako, razmnazanje te
bakterije u veé bolesnom Saranskom organizmu nije indiferentno, te
imade izvjestan utjecaj na tok i razvej zvbs.

Misljenje da bi virus mogao biti uzroénik zvh$ zapravo je starijeg da-
tama. Veé je god. 1935. M. A, PjeSKOV na esnovu provedenih bakterio-
loskih pretraga i infekeijskih pokusa, kao i na osmovu nalaza G. V.,
ErSTEJNA da se u stanicama koze i mozga bolesnih Sarana nalaze speci-
ficni ukljuéei, zakljuéio da je zvhs bolest virusnog kavaktera. God. 1949.
je G. D. GonCAROV postigao pozitivni rezultat seroloikom metodom za
utvrdivanje viruss, a god. 1950, 1 1951, su 8. RoEGNER-AUST, G. BRUN-
NER, R. STRIEGEL-JAXTHEIMER i F. ScurrcH nasli u tekuéini iz trbudne
Supljine kao i u organima bolesnih Sarana okrugla elementarna tjeleica
velika do 100 milimikrona, za koja drze da je virus. S. ROEGNER-AUST
1 F. ScreicH izvriili su infekeijske pokuse s filtratom organa belesnih
sarana. S tim filtratom, u kojemu nije bilo bakterija, uspjelo im je kod
pokusnih Sarana izazvali karakteristitne simptome bolesti bez &irova s
eksudatom u irbusnej Supljini.

Navedeni pozitivni rezultati u vezi s ntvrdivanjem virusnog karaktera
zvbi, kao 1 rezultati istraZzivanja koja su kod nas provedena o ulozi bak-
terije Aeromonas punclata kod ove bolesti, ponukali su nas da na Vete-
rinarskom fakulteiu u Zagrebu pristupimo sustavnom daljem istraZiva-
nju problema njczine etiologije. U toku god. 1953. 1 1954. proveli smo
istraZivanja o virusnom karakteru ove bolesti (I. ToMa$ec, E. ToroLnix
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i M. WINTERHALTER, 12*), Pokusalo se dokazati postojanje virusa na-
sadivanjem materijala iz bolesnih Zarana na kokoije embrione kod tem-
perature od 20°C, Rezultati tih pokusa bili su negativni. U istom radu
je izvijeSteno da je filtratom organa Sarana bolesnih od zvb3, kao i nji-
hovom punom krvi bez bakterija, uspjelo bolest prenijeti na zdrave 3a-
rane i zlatne karase. Navedeni filtrat uStrcan je u tri pokusa intraperi-
tonealno i intramuskularno dvadeset i dvama Saranima i sedmorima
zlatnim karasima. S vanjskim znacima bolesti oboljele je jedanaest 3ara-
na i tri karasa, tj. 48,3%0 od ukupnog broja inficiranih riba. Od njih je
uginulo pet farana i jedan karas, dest Sarana je ubijeno u raznim stadi-
jima bolesti, a dva Sarandiéa su ozdravila, Na temelju tih rezultata mi
smo zakljudili da zvb3 uzrokuje neki filtrabilni mikroorganizam, najvje-
rojatnije virus,

No ni iza ove naSe publikacije nije opéenito prihvaéeno misljenje da
bi virus bio primarni uzroénik zvb3, vel je problem prouéavanja njezine
etiologije ostao 1 dalje aktuelan.

G. D. GonCarov (4, 5, 6) bavi se 1 dalje tim pitanjem. U zajednici s
E. J. Turevi¢em utvrdio je ukljuéke u stanicama bolesnih riba jednake
onima koje je utvrdio Er3TefN. Jednake ukljuéke nadli su DINULESCU i
suraduici w _mozgu bolesnjb Surana (eit. po GonCarovu). Na osnovu
dermotropnosti virnsa GONCAROV ga je nazvao Dermatropus haemorrha-
gica piseis, U svojim radovima GONCAROV istice da je »krasmuha« Sara-
na, koja se javlja u SSSR i koju on smatra virusnem boleiéu, 1denticna
s boledéu koja se s jednakim znacima javlja i u drugim zemljama (u Nje-
mackoj: Infektidse Bauchwassersucht des Karpfens), a za koju ScHA-
PERCLAUS smatra da je uzrokuje Aeromenas punctata. Ne prihvaca obra-
zloZenje koje SCHAPERCLAUS navodi u prilog svog stava. Posehno istiée
da je virusnom vakcinom uspio imunizirati Sarane protiv ove bolesti.

O. Baukr (2) iznosi na Savjetovanju o slatkovodnom ribarstva u Leip-
sign god. 1936, stajaliSte sovjetskih istrazivada da je uzroénik bolest
virus, No prema podacima u hiteraturi vidi se da ni v SSSR ne vlada o
tom problemu jo3 posve jednodusne miiljenje, I A, ArTjUn i A, G.
OsrtaSevskiy (1) nisu uspjeli filtratom organa bolesnih Sarana bolest
prenijeti na zdrave Sarane, Smatraju da je Aeromonas punctata primar-
ni nzroc¢nik bolesti. V. I. Tec (10) izvjeEéuje da nije uspio Girasti oblik
2vbs prenijeti na druge zdrave Zarane ni u laboratoriju ni u prirodnim
ribnjacima.

Negativne rezultate u vezi s utvedivanjem virusa (bioloSki pokus s
filtratom) postigli su i bugarski istrazivaéi J. KaBarvanski, H. Srav-
kov, D. Savov i St. StanoEv (7). Prema njihovu izvjedtaju wspjeli su
holest prouzrokovati bakterijom Aeromonas punctata. Poljski istraZivadi
M, Dypowicz i BrR. KocyLowskr (3) uspjeli su tek djelomice pruZiti do-

* U tom radu navedena je i sva literatura koja je ovdje naprijed citirana, pa re
u popisu literature neée penove navesti.
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kaz o virusnom karakteru zvhs. Seroloikom metodom dobili su poziti-
van rezultat, ali supkutanom aplikacijom filtrata organa bolesnih Sarana
uspjeli su prouzrekovati samo lokalnw upalu.

Posebno valja istaéi da i izvjestan broj istaknutih struénjaka u svojim
knjigama 1 mnogebrojnim &lancima o beolestima riba i nadalje smatra
da je Aeromonas punctata primarni uzroénik zvhi (W. ScuAprrrecraus.
W. WuNper, A. K. S¢erBina, H. Many i dr.).

Takve stanje nas je ponukale da i dalje nastavimo prouavanjec tog
problema Pitanje tatnog poznavanja uzroénika je hbitno za odluku o
primjeni mjera za suzbijanje ove bolesti, koja je kod nas joi uvijek je-
dan od najakutnijih problema naseg slatkovodnog ribarstva. Poschno Ze-
fimo ovom prilikem istaéi da struénjaci koji esporavaju misijenje da je
virus primarni uzroZnik bolesti narolito napominju da do sada jo3 nitko
nije uspio uzgojiti taj virus u umjetnoj kulturi.

Stoga smo sebi stavili u zadatak da pokuSamo uzgojiti virns te bolesti
na kultori tkiva sarana i da time damo dalji prilog misljenju ga je virus
primarni uzroénik zvbi. Time bi ujedno stvorili moguénost za dalje
istraZivanje svojstava toga virusa, 5to je jedan od preduvjeta za uspjesno
suzbijanje ove bolesti.

Dosada sn V. I, Tec 1 G. S. Jagkovijeva (11) pokuiali da dokaZu vi-
rus kod zvh§ nasadivanjem zaraznog materijala na umjetnu kulturn tkiva
srea Sarana. Oni su uspjeli uzgojiti u wmietnoj kulturi tkivo raznih orga-
na sarana po metodi Ken Worra i C. E. DuNsara. Orgaui su potjecali
od Sarana u debi od 3 do 12 mjeseci. Kultura je inkubirana kod 19°C.
Zarazni materijal potjecao je od Jarana razne dobi koji su priroedno obo-
lieli od firastog oblika zvbhi. Trajanje belesti vth Sarana bile je nepo-
znato. Sarani su utamanjeni néposredno prije uzimanja materijala.
Autori navede da je citopaiogeni efekt ntvrden u umjetnoj kulturi tkiva
u cetiri slutaja. Od ta Cetiri slntaja tri su potjecala od Sarana koji nisu
bolovali od zvbhs, Prema tome je citopatogeni efekt nastao iz drugih
razloga, a ne djelovanjem virusa. Sarani koji su inficirani materijalom
iz kulture tkiva nisu reagirali. Pregledom na elektronskom wmikroskopu
v tim kulturama nisn utvrdena elementarna tjeleSca, Na temelju th re-
zultata autori zakljuluju da kod &irastog oblika zvb% nema virusa.

KULTURA TKIVA SARANA

Da bi se moglo pristupiti rjeSavanju navedenog problema, valjalo je
u prvome redu rijesiti pitanje kulture tkiva Sarana i lime stveriti valja-
ni supstrat na kojem ée se mofi uzgajati vivas, ukoliko on posteji u za-
raznom materijalu bolesnih Sarana. Taj je problem viSc godina rjesavao
jedan od nas (L] Kunst 8, 9) n nizu peokusa. Mi smo upetrijebili onu
metody kO]om je uv1]ek postignut siguran i dobar rast tkiva.

U nadim pokasima je upotrebl}amna kultura bubreinog tkiva farana.
koja je pripremljena po metodi pomoéu zgrudane kokosje plazme. Tkivo
je uzimano od 8arana u dobi oko 9 mjeseci. Za pripremanje kulture uzi-
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mani su reinjevi srednjeg bubrega. Nakon usitnjavanja i temeljitog ispi-
ranja u modificiranoj Hanksovoj otopini komadiéi tkiva su rasporedeni
u koko3joj plazmi, kojom su premazane stijenke epruvete. Dodavanjem
pileéeg embrionalnog ekstrakta plazma se zgruda, tako da su komadiéi
ikiva évrsto fiksirani za stijenku epruvete. U svakoj epruveti dimenzije
11x160 mm nalazilo sc 4-6 eksplantata veli¢ine oko 1 mm? Epruvete su
punjene s 1,5 ml gojilista, koje se sastojalo od 89.5%0 modificirane
Hanksove otopine, 10,0%% faranskog seruma i 0,5%0 laktalbuminskog hi-
drolizata. Gojiliite je sadrZavalo i antibiotike, i to penicilina 200 I J/ml
i sireptomicina 200 mikrograma/ml. pH gojilista je iznosio 7,2. Hankso-
va otopina je modificirana dedavanjem 32,3%0 vode da bi se izhjegla hi-
pertonija gojilista. Kulture su inkubirane na 23°C. Svakako bi bilo bolje
da smo upotrijebili i kulturu tkiva koZe, ali to na Zalost nije bilo mo-
gude, jer su te kulture obiéno bile kontaminirane gljivicama unato¢ upo-
trebi antibiotika.

Proliferacija stanica zapolela je 48 sati nakon pripremanja kultura.
Oko manjih i tanjih eksplantata poéele su rasti jedre vretenaste stamice
fibroblasta s finim dugim izdancima, keje su se pruzale u svim pravcima
oko eksplantata. Citoplazma je bila svijetla s jedva zamjetljivom nje-
#nom granulacijom. Jezgra se samo nazirala, Nakon tri do éetiri dana
znatng se prosirala zona novoizraslih fibroblasta. Oko pojedinih eksplan-
tata su pocele rasti i male poligonalne stanice s veoma dobro izrazenom
jezgrom i lagano granuliranom svijetiom citoplazmiom. Te su epitelne
stanice rasle u kompaktnom sloju, tvoreéi na taj nadin ploce koje su se
mjestimiéno spajale jedna s drugom. Rast fibrohlasta je napredovao do
45. dana uz redovitu izmjenu gojilista, koja je vriena svaka 4 dana, Epi-
telne stanice su rasle od 3. do 15. dana, nakon ¢ega su ih fibroblasti po-
stepeno prerasli. U kulturama tkiva starim preko 10 dana bilo je mo-
gute 1 makroskopsk: vidjetl zonu novoizraslih stanica.

PRIPREMA ZARAZNOG MATERIJALA BOLESNIH SARANA

Udabiranju zaraznog wmaterijala bolesnih farana s kojim cemo vrditi
naSe pokuse posvetili smo posebnu paZnju. Poznato je naime da neki
autori nisu uspjeli bolest prenijeti na druge 3arane u slucajevima kada
se radilo o ¢irastom, kroni¢nom obliku holesti. MoZe se pretpostaviti da
je u toj fazi bolesti virus veé nestao iz organizma Sarana, a dalju akciju
razaranja da su preuzele bakterije,

Mi smo stoga radili samo s materijalom ¢ija je infekcioznost bila do-
kazana. Radi toga smo dopremili s uzgajalista riba bolesne Sarane i sta-
vili ih u nase pokusne bazene volumena oko 350 litara s protoénom vo-
dom temperature 13-16°C. Njima smo inficirali zdrave Sarane. Infek-
ciju smo vriili tako da smo zdravim Saranima lagano ostetili povrini dio
koZe trljanjem suhom vatom. To smo mjesto iza toga natrljali komadom
koZe bolesnog Sarana, na kojemn se nalazila tipiéna promjena. To je
prokufana metoda, kojom smo veé u prijainjim pokusima uspjeli bolest
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redovito prenositi na zdrave saranc u laboratorijshim uvjetima. Prvi
znaci bolesti javljali su se na mjestu trljanja i u neposrednsj okolini na-
kon inkubacije od 6-9 dana, a kasnije i na koZi ostalih dijelova tijela.
Bolest smo s tih, kod nas oboljelih saraua, na isti nacin prenosili dalje
na nove grupe zdravih Zarana. Materijal za inokulaciju kultura tkiva
uzimali smo od Sarana obeljelih u drugoj i treéoj laboratorijskoj pasazi
Zaraznog agensa.

Materijal smo uzimali od onili oboljelih farana kod kojih su sc u ja-
¢em stupnju razvile peéetne promjene na kozi, i to hiperemija. edemi i
krvarenja s manjim fokalnim nekrozama epiderme i supepideeme. Pro-
mijenjene i okolne zdrave dijelove epiderme i supepiderme odvajali
smo skalpelom od lamelarnog korijuma (Stratum compactun). Pod mje-
stom gdje su hile razvijenc pocéetne promjene izazvane zvhi na lamelar-
nom dijelu korijuma nismo nalazili mikroskopski vidljive patoloske pro-
mjene. Odvojenu epidermu sa supepidermom na kojoj su bili patologki
procesi usitnili smo fkarama, zdrobili u tarionikn i razrijedili s 5 dije-
lova gojilista za uzgoj kulture tkiva, Dobivenu masu smo centrifugirali
20 minuta na 2000 okretaja. Zatim smo odvajali supernatant i filtriral;
ga kroz Seitzov EK filter. S dobivenim filtratom vriili smo inokulaciju
kulture tkiva. Tu inokulactju vedith smo pri prvoj t drugoj izmjens gojili-
Sta. Nakon odiijevanja stareg gojilidta u svaku epruvetu je dodano 0.2
ml filirata koZe bolesnih farana. Okretanjem epruveta omognéeno je da
filirat dode w doficaj sa svim cksplantatima, a zatim je « svaku epruvetu
dodano 1,5 ml novoga gojilista. Nakon inokulacije gojiliste vise nije
mijenjano.

VLASTITI POKUSI

Pokus {. Materijal za tnokulaciju kultura tkiva uzet je od 2 Sarana s
opsezuim podcetuim znacima zvhi, koji sa oboljeli u drugoej pasazi prije-
nosa holesti. Kod jednog Sarana nalazila se na korijenn repne peraje
vkrugla povriinska nekroza koZe u promjeru od oke 5 mm, skruzena hi-
peremijom i tackastim kevavenjima. Kod drogog Sarana se takva pro-
mjena nalazila u podruéju lijeve prape peraje. Netom utamanjenim Sara-
nima izrezana su, naprijed opisanom tehnikom. promijenjena mjesta za-
jeduno s okelnim zdravim tkivom,

Za nasadivanje zaraznog maierijala upotrijebljene su 8 dana stare kul-
ture bubreZnog tkiva Zarana. Kulture su podijeljene u tri skupine po 6
epruveta. Prva skapina inokulirana je s 0.2 ml filtrata tkiva oboljelih
Sarana. a ostale dvije skupine sluzile su kao kontrola. Kulture druge
skupine inokulirane su s 0,2 ml filtrata koZe zdravih Zarana, koja je
obradena na jednaki naéin kao i koza bolesnih sarana. Tu smo skupinu
nasadili da utvrdimo ne djeluje 1 eventuaino ckstrakt Loze zdravih 3a-
rana na neki naéin Stetno na kulturu tkiva. U kulture trede skupine nije
stavljeno niSta da bi se moglo taéno razlikovati obiéne propadanje sta-
nica u starijoj kulturi od eventualnog citopatogenog cfekta u kulturama
prve skupine. ~
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Na stanicama kultura prve skupine (zarazni materijal) javile su se
prve promjene tri dang nakon inokulacije, a ofitovale su se u pojavi
grube tamne granulacije u citoplazmi epitelnih stanica. Unutar do tada
kempakinih ploia epitelnih stanica ])Dldvlle su se pukotine na &ijim ru-
bovima su pojedine stanice tamne i smeZurane. Na fibroblastima se take-
der mjestimi¢no opaZa gruba granulacija, Nakon &etiri dana su se epi-
telne stanice n svim kulturama prve skupine raspale u zrnastu masu.
Fibroblasti su se smeZurali i izgubili svoju prozirmest, Mjestimiéno je
doilo do skupljanja fibroblasta u grozdaste nakupine, u kojima se vie
nist mogle razlikovati pojedine stauice ili njpihovi dijelovi, Petog dana
je opisanim promjenama bilo zahvaéeno oko dvije treéine fibroblasta, a
sve su epitelne stanice hile potpuno propate. Nakon sedmog dana su se
sve stanite n kulturama prve skupme raspale u bezoblicénu zrpasta masu.
U kontrolnim kuolturama druge i trece skupine su se prve ds‘generativm‘
promjene na stanicama pojavile tek nakon deset dana. Te su se promje-
ne ofitovale u gubitkn jedrine i prozirnosti.

U tokn inkubacije pejavila se 1 izrazita razlika u boji gojilita pojedi-
uih skupina. Boja gojilista prve skupine ostala Je crvena, dok je boja
cajilistn drnge 1 teede skupine postepenas prelazila iz crvene u Zutona-
randZastu. a sedam dana od poéetka pokusa hila je veé potpuno Zuta.

Da bismo dokazali postojanje patogenag virusa u kultiri tkiva, mi smo
njome inficirali odredeni broj pokusnih riba. Za te bioloske pokuse upo-
irl]ehlh smo Sarane teZine 80-100 g. Rihe su drZane u hetonskim haze-
nima volumena oko 350 | bez protoka vode. Prije pokusa sve su ribe
hile pod kontrolom oko 4 mjeseca. U tom razdeblju na njima nisu pri-
mijecene nikakve bolesne promjenc. Ribe u pokusn preglcdavane 811
svaki drugi dan.

S materijalom iz epraveta prve skupine inficirano je 9 farana. 1 to 5
intraperitonealne s 0,2 ml gojilista inficiranih kultura i 4 trljanjem tki-
vom iz istih epruveta iz kojih je uzeto gojiliste. Da hi se provijerilo dje-
lovanje neinficirane kulture na Sarane, izvrien je 1 kontrolni pokus, u
Lojemu je isti broj Zarana tretirvan na jednaki nafin s neinficiranom
kulturom tkiva. Temperatura vede je za vrijeme pokusa iznesila oko
13,5°C.

Nakon 6 dana pojavila se kod 2 Zarana koji su inficirani trljanjem
koZe lagans hiperemija na mjestu trljanja i na Yuskama u podrudin ra-
menaeg pejasa. Te su se promjene u tokn slijedeéih nekoliko dana izgn-
hile. Osamuaest dana nakon infekeije je kod jednog Sarana koji je infi-
civan intraperitoncalnom aplikaecijom gogpilista doéle do edema koze
hiperemije ljusaka u poedruéju lijeve prsne peraje. U toku slijedeéa dva
dana te su se promjene izgubile. Na ostalim inficiranim ribama nisu u
toku 35 dana, koliko je trajaec pokus, utvrdene nikakve promjene. Sa-
rani tretirani radi konirole s neinficiranom kultarom nisu reagirali n
istom vremenskom razdoeblju.

Da bismo pruzili dalji dokaz da su promjene na kulturi tkiva nastale
zaista djelovanjem virusa, mi smo materijalom iz epruveta prve skupine
inokulirali nove kulturn tkiva. Za prvu pasaZu virusa na kulturi tkiva
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upotrijebljeno je gojiliSte iz kulture tkiva prve skupine, koje je bhilo
pohranjeno na -20°C, Gojiliste je otopljeno i inokulirano u koliéini od
0,2 ml novim kulturama tkiva odmah pri njihova pripremanju. Kao
kontrola je posluZila kultura tkiva koja je pripremljena u isto vrijeme.
U inficiranim kulturama prvih 5 dana nije do8lo do proliferacije stani-
ca, dok su kontrolne kulture normalno rasle. Petoga dana nakon inoku-
lacije je oko jednog manjeg eksplantata u jednoj inficiranoj kulturi de-
5lo do proliferacije takvih fibroblasta, keji su bili jedri i svijetli, te se
ni po éemu nisu razlikovali od onih u kontrolnim kalturama. Epitelne
stanice u inficiranim kulturama nisu rasle. Nakon 7 dana pojavile su se
degenerativne promjene na stanicama i u kulturama kontrolne skupine,
jer gojiliste nije mijenjano, pa je pokus prekinut. Boja gajilista je u
inficiranim kulturama ostala ervena, dok je ona u kontrolnim kulturama
u kojima je doslo do proliferacije tkiva presla n Zutu.

Sedmog dana nakon inokulacije kultura s materijalom inficiranih kul-
tura inficirano je 8 Sarana. Svakom Earanu aplicirano je 0,1 ml gojilista
pod veée ljuske 1 0,4 ml gojilista intraperitonealno. Pored toga je svaki
Saran natrljan i tkivom iz istog gojilifta. Od sedmog do desetog dana
nakon aplikacije pojavile su se na mjestu trljanja jedva vidljive hipere-
mije, koje su u toku daljih nekoliko dana nestale. Poslije tog vremena
na Saranima nismo primijetili nikakve promjene.

Pokus II. Da bismo provjerili da se kod promjena u kulturi tkiva u
prvoj skupini prveg pokusa nije radilo o slu¢ajnosti, mi smo takav po-
kus ponovili. Materijal za inokulaciju kuoltura uzet je od Sarana s jako
rafirenim pocdetnim znacima zvb$ iz treée laboratorijske pasaZe. U fasn
uzimanja materijala proteklo je 18 dana od infekeije.

Nakon filtriranja zaraznog materijala jedan dio je upotrijebljen za
infekeiju kultura, a drugi dio za infekeiju 3arana radi kontrole infekei-
oznosti materijala. Sarani su inficirari na jednaki nadin kao i Zarani
prethodnog pokusa. Kod Sarana koji su bili inficirani filiratom izvornog
materijala pojavila se nakon 28 dana slaba hiperemija, koja je trajala
oko 10 dana. Cetrdeset pet dana nakon infekcije pokus je prekinut jer
su svi $arani bili zdravi. Temperatura vode za vrijeme trajanja pokusa
iznosila je oke 13,5°C.

Zarazni materijal nasaden je na kulture tkiva stare 8 dana, Kao kon-
trola upotrijebljena je kultara tkiva iste starosti. U tokn 5 dana inoku-
lacije nisu na stanicama utvrdene nikakve promjene. Nakon 8 dana u
svim epruvetama utvrdeni su znakovi degeneracije, koja se oéitovala u
smeZuranim stanicama i pojavi grube tamne granulacije n citoplazmi.
GojiliSte je u svim epruvetama imalo Zutu boju. Medu kontrolnim i in-
ficiranim epruvetama nije bilo nikakvih razlika,

Pokus IlI. Kako s nasadenim materijalom u IT pokusu nismo u kul-
turi tkiva dobili pozitivni rezultat, odluéili smo takav pokus pod jedna-
kim uvjetima provesti jo§ dva puta, odabiruéi kod svakeg drugi jzvorni
materijal bolesnih Zarana.
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Materijal za inokulaciju kultura u ovem pokusu uzet je od Sarana
oboljelog u treéoj pasaZi prijenosa bolesti. Iznad desne trbuine peraje
nalazio se mjehur velidine treinje. ljubiéasto ervene boje (slika 1). Oko
mjehura bila ie ko?a lagano edematozna i hiperemiéna. Sadrzaj mjehura
sastojao se od histre crvenoljubidaste tekuéine, koja se nalazila izmedu
epitela i korijumna. Te su promjenc nastale 18 dana iza infekcije. Punk-
tatom sadriaja mjehura inficirane su 4 epruvete kulturc tkiva koja je
bila stara 8 dana.

Kako punktat nije bio obhraden s antibioticima, to su se 3 od inoku-
Liranih kultura zagadile. U &ctvrtoj epruveti su se nakon 3 dana pojavile
opseine promjene na stanicama. Lpitel je bio potpuno vazoren, a fihvo-
blasti su bili tamni i smefurani, Cetvriog dana se sve novoizrasle tkivo
raspalo u grozdasta masu. U kontrolnim epruvetama nije bilo promjena
na stanicama. Epraveta s inficiranom kanlturonm pohranjena je na -20°C.

Nakon 30 dana je materijal iz pohranjene epruvete otopljen i inoku-
liran 8 dana starim kulturama, Inokulirano je 5 epruveta. Vec nakon 48
sali su se u 2 epruvete poéele smeZuravati pojedine nakupine fibrobla-
sta. Stanice su postale tammne i zrnate. Iduéeg dana sn tim promjenama
veé bili zahvaéeni fibroblasti u svim inekuliranim kualtnrama. Rast epi-
telnih stasica. kako u oinekolarnim eprovetmma, tako i+ v kontrolnim.
bio je veoma oskudan. pa na njih nije obraéana posebna paZnia. Nokon
5 dana je veéina fibroblasta bila pretyvorena u bezoblicnn zrnatu masu.
Tri epruvete s inficiranim kaolturama su dalje pehranjene na -20°C. dok
su ostale epruvete upotrijebijene za bioloki pokns na ribama. Na fibro-
blastima w kontrolnim kulturama wnisn za vrijeme trajania pokusa utvr-
dene nikakve promjene.

S materijalom iz prve pasaZe na kulturi tkiva inficirano je 8 Sarana.
Infekeija je izvriena parenteralnom anlikacijom gojilidta, i to 0,4 ml
intraperitonealno i 0,1 ml pod veée Huske. Svaki Saran je o03im toga
trljan na jednom mjestu koic tkivom inficiranih kultura, Temperatura
vode iznosila je 13-14°C. Nakon 14 dana je kod 4 Earana do3lo de laga-
ue hiperemije oko mijesta trljanja, koja s¢ u toku slijedeéth 8 dana izgo-
bila. Mjesec dana nakon infekcije svi su Zarani hili bez promjene. pa je
pokus prekinut.

Polkus 1V. Kao materijal za inokulaciju knltura upotriiebljeno je tkivo
koze Zarana oholjelih u treéoj pasazi prijenosa bolesti. Filtrat promjona
» koze oboljelih Zarana je inokuliran »n 5 epruveta s 8 dana starim kultu-
rama tkiva. Kao i u prethodnom pokusu, tako se i ovdje nakon 48 sati
u citoplazmi fibroblasta pojavila tamna granulacija, koja je bila naro-
¢ito izraZena na stanicama keje su se nalazile na rubovima zone rasta.
Fibroblasti nz sam cksplantat su bili jedri i prozirni. U plodama epi-
telnih stanica su se pojavile puketine, na ¢ijim rubovima su stanice bhile
tamne i smeZurane. Nakon 3 dana epitelne stanice postale su granuli-
rane, izgubile su medusobnu povezanost, a promjene na fibroblastima
su ge prodirile i na stanice uz sam cksplantat. Na stanicama u kontrol-
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nim kulturama u isto vrijeme nije bilo nikakvih promjena. Nakon 3 da-
na pokus je prekinut. Inficirane kulture su dijelom upotrijebljene za bi-
oleski pokus, a estatak je pohranjen na —20°C.

U bioloskom pokusu inficirano je 8 Sarama, i to intraperitonealno s
0.5 ml gojilista i trljanjem po koZi tkivom inficiranih kultura. Nakon
10 dana se kod jednor Sarana ispod jedne ljuske pojavilo krvarenje, a
oko mjesta trljanja hiperemija i lagani edem. Te su promjene nakon
3 dana nesiale. Kod 2 3arana se na mjestu trljanja 17 dana nakon infek-
cije pojavila jedva uoéljiva hiperemija, koja je brzo nestala.

Pokus V. Iz dosadasnjih pokusa vidimo da su Sarani inficirani infekei-
oznim materijalom iz kulture tkiva veoma slaho reagirali. Smatrali smo
da jedan od razloga za to moguée leZi u tome 3to sn temperature kultu-
re tkiva i temperature vode u kojoj su boravili $arani bile razlitite. Prva
je iznosila 25°C, a druga oko 13-14°C. Stoga smo u ovom pokusu, kao
1 iduéim polkusima, temperature tih dviju sredina izjednadili, i ona je
iznosila oko 18°C. _

Za inokulaciju kultura u tom pokusu upotrijebljeno je tkivo 3arana
oboljelih u treéoj pasazi bolesti. Sarani s bili zahvaéeni podetnim zna-
cima zvb3. Na koZi su se nalazila manja i veda nekrotiéna podrucja okru-
Zena krvarenjima, hiperemijem i laganim edemom. Nekroze nisu zahva-
tile muskulaturu (sl. 2).

Filtrat tkiva oboljelih farana inokuliran je u 5 epruveta kulture tkiva
stare 8 dana. Treéeg dana iza inokulacije pojavile su se na plocama
epitelnih stanica puketine, na &ijim rubovima su stanice bile tamne i
smeZurane (sl. 3). Ploge epitelnih stanica u kontrolnim kulturama ostale
s nepromijenjene (sl. 4). Degenerativae promjene na fibroblastima su
opaZene istoga dana, a oéitovale su se u gubitku povezanosti izmedu
pojedinih snopova stanica i u njihovu smezuravanju {(sl. 5). Na fibro-
blastima kontrelne kulture nije bilo takvih promjena (sl. 6). Cetvriog
dana, kada je promjenom bilo zahvaéeno oko 2/s stanica, pokus je pre-
kinut. Dio kultura je upotrijehljen za bioloski pokus na ribama, a osta-
tak je pohranjen za dalje pasaze na kulturama tkiva.

" U bioloSkom pokusu inficirane je 5 Sarana i 5 zlatnih karasa na jed-
nakih naéin kao i u prethodnim pokusima. Prve promjene pojavile su
se na karasima veé 6, dana nakon infekeije, Na mijestu trljanja i na
mjestu intraperitonealne aplikacije pojavile su se na ko# kod svih 5 ka-
rasa sitna tackasta krvarenja i lagani cdem. Navedene promjene su 7.
dana izraZepe nefto jale, a zatim su podele jemjavati, tako da su 16. da-
na sve ribe hile bez promjena, Naken 22 dana su se kod 2 karasa poja-
vili edem i hiperemija ispod mjesta trijanja. dok je kod jednog Zarana
utvrdeno opseZno krvarenje u padracju prsne peraje, Trideset dana na-
kon infekcije su kod karasa navedene promjene nestale, a 3 3arana bila
su zahvaéena podetnim znacima zvbs. Kod farana koji je prije prethod-
nog pregleda imao krvarenja na podrudju prsne peraje doilo je na tom
mjestu do razvoja ¢ira. Od peraje su ostale samo Zbice. Kod drugog &a-
rana utvrden je pocéetak Cira na repnom stablu i jaéa krvarenja na kori-
jenu repne peraje. Treéi Sarsn je imuo opseZna krvarenja na donjoj usni
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i na branhiostegmalnoj membraui. Nukon 40 dana su promjene kod 3
oboljela farana napredovale, dok se kod Cetvrtog pojavila difuzna hipe-
remija koze trbuha, ispupéenje zacrvenjelog anusa i opseZna krvarenja
oko trbuinih peraja s edemom ljusaka na tom podrucju. Kod 2 karasa
utvrdena su manja krvarenja oko mijesta trljanja. Slijedeéih dana su se
promjene kod karasa potpuno izgubile, a one kod Sarana su napredo-
vale, Tako su 2 mjeseca nakon infekcije svi 3arani bili v jacem stopnju
zahvaéenj zvbs, dok su svi zlatni karasi bili bez promjena.

Dva i po mjescca nakon infekeije uginuo je prvi faran s jasno izraze-
nim promjenama na koZi. U trbuinoj Supljini se nalazilo oko 5 ml histre
fudkaste serozne tekuéine. Utvrdena je serozna prokvaienost jetre i bu-
brega. vz opéu anemiju. Nakon toga je bioleski pokus prekinut.

Materijal od jeduog bolesnog farana posluzio je za dalju infekeiju
riba, a od ostalih je materijal uzet za infekeiju kultnra tkiva u iduéemn
pokusu. Infekeija tim materijalom je provedena da se uivrdi infekiiv-
nost bolesti koja se razvila nakon inokulacije 5 promijenjenim kultura-
ma tkiva. Inficirano je 5 zdravih Sarana i 5 zlatnih karasa na taj naéin
da smo ofteéenn koZu riba trljali s promijenjenim snjestima na kozi
oboljelih Sarana, Sedam dana nakon infekcije su se kod inficiranih Sara-
na pojavila opseina krvarenja s edemiom na mjestu trljanja. Nakon 13
dana je jedan od pokusnih Savana uginuo. Na koZi trbuha nalazila su se
krvarenja s« laganim edemom, a anus je bio zaervenjen i ispruzen, Isticao
se ohostrani egzoftalmus. U irbusnej fupljini nadena je Zuckastocrven-
kasta tekuéina. Nutarnji organ: Lili su serozno prokvafeni, a svi organi
s bili anemi¢ni. Slijedeéeg dana uginuo je jedan kavas sa znacima jake
hiperemije 1 cdema koze na trbubu, Na mjesta trljanja nadena su jaka
krvarenja. U trbusnoj Supljini bilo jc nesto bistre zuckaste tekuéine.
Pokus je nakon toga prekinut, jer su preostala dva Sarana pokazivala
karakteristicne znakove zvhs,

Polus VI, U ovom pokusu je serija kultura buhreznog tkiva $arana
podijeljena un 4 skupine. U svakoj skupini nalazilo se 5 epruveta s 8
dana starom kulturem tkiva. Prvoj skupini kultura inokuliran je mate-
rijal iz inficiranili i promijenjenih kultura prethodnog pokusa, koje su
bile pohranjene na -20°C. Drugej skupini ineknliran je materijal ol
farana obaljelih u V polkusu nakon infekeije & kulturom tkiva koja je
bila promijenjena. Trecoj skapini kultura inokulican je materijal od 3a-
rana na koje smo bolest prenijeli sa Sarana koji su n V pokusu oboljeli
nakon infekeije s kulturem tkiva. Cetvrta skupina kultura nije ni&im
inokulirana i sluzila je kao kontrola.

Nakon treéeg dana bila je slika n svim inficiranim skupinama kultura
(skupina 1, 2 1 3) pribliZno jednaka. Fibroblasti i epitelne stanice bile
su zahvaéene degenerativnim promjenama koje su veé opisane kod pri-
jasnjih pokusa. Na stanicama u kontrolnim kulturama &etvrte skupine
nije bilo promjena.

Pet dana nakon inokulacijc uzet je materijal za infekeiju riba iz dru-
ge i treée skupine kultura. Inficirano je po 5 Sarana i 2 zlatna karasa.
Svaka skupina riba drZana je u posebnom bazenu, Kod 3Zarana koji su
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inficirani materijalom iz druge skupine kultura pojavila su se 7 dana
nakon infekeije kod 3 Sarana veoma siina tadkasta krvarenja na mjestn
trljanja. Kod jednog zlatnog karasa pojavio se na mjestu intraperitone-
alne aplikacije lagani edem koZe i krvarenja ispod ljusaka. Devetog
dana na Saranima vi¥e nije bilo nikakvih promjena, dok su kod zlainih
karasa ostale iste. Sesnaestog dana pojavio se ked 2 Zarana na mjestu
trljanja ponovo laki edem i malena tafkasta krvarenja. Dvadeset i prvog
dana nakon infekcije na Saranima nije bilo promjene. Takvo stanje je
ostalo i dalje, pa je pokus prekinat nakon 30 dana.

U skupini inficiranih Zarana s materijalom iz treée skupine knltura
takoder su se sedmog dana javili laki znaci bolesti. Kod 4 3arana je zapa-
zena laka hiperemija na mjestu trljanja, a kod jednog zlatnog karasa je
na mjestu intraperitonealne aplikacije bilo vidljive krvarenje na koZi.
Devetog dana su promjene na svim ribama nestale. Sestnaesti dan ntvrde-
no je kod jednog Sarana tadkasto krvarenje na mjestu trijanja, a kod jed-
nog karasa hiperemija koZe na mjestu intraperitonealne aplikacije. Dva-
deset i prvog dana nisme na ribama nash vife nikakvih promjenz, pa je
30. dan pokus prekinut.

RASPRAVA O REZULTATIMA POKUSA

U toku na%ih pokusa mi smo u 7 navrata stavili u kulture bubreZnog
tkiva Sarana zarazni materijal Sarana raznih sluéajeva zvh3. U 6 slucajeva
javile su se ve¢ nakon 2-3 dana n fibroblastima i epitelnim stanicama de-
generativne promjene, koje su se u toku iducih dana pojadale. Samo u
jednom sludaju tkivo je u prvim danima ostalo nepromijenjeno. a u tokn
daljih dana promjene na njemu bile su jednake promjenama u kontrol-
nim kulturama. Navedene promjene na bubreZnom tkiva moZemo sma-
irati kao tipifan citopatogeni efekt, koji je nzrokovan djelovanjem agen-
sa koji je u gojilite unesen s materijalom bolesnih farana.

U slu¢ajevima kada smo kulturi bubreZnog tkiva dodali istovrsni mate-
rijal zdravih Sarana izostao je citopatogeni efekt.

U skladu s reakcijama na tkivnim stanicama mijenjala se i boja tekn-
¢eg medija u kulturi tkiva, pa nam je ta promjena boje pesluzila kao tzv.
seolour test«, 1) kulturama gdje se pojavio citopatogeni cfekt boja goji-
liSta ostala je nepromijenjena, tj. crvena, dok je crvena hoja gzojilista
kontrolnih kultura prelazila najprije u Zutonaraudzastu, a kasnije u Zutu.
1] gojili¥tn se nalazi fenolno crvenilo kao indikator. Rastom stanica po-
vefava se intenzitet promjene tvari, uglavnom se radi o glikolizi, kod
¢ega se stvaraju kiseli produkti. koji pomjeraju pH gojilista prema kise-
lom pedruéju, pa crvena hoja prelazi u Zutu. OdrZavanje crvene boje u
inficiranim kulturama ukazuje na smanjenu aktivnost stanica na kejima
su se javile degenerativne promjene.
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Na temelju citolotkih promjena i pozitiviiog »colour testa« u promije-
njenim kulturama mozemo zakljuéiti da je filtratom materijala od bole-
snih Sarana unesen u gojiliste agens koji je Stetno djelovao na bubreino
tkivo, U konkretnom shiéaju moglo bi se raditi o virusn ili o toksins.

Da bismo iskljucili postojanje toksina, mi smo u vie pokusa izvriili
dalju pasazu materijala iz kultura s promjenama u nove kulture. U novim
kulturama javio se uvijek u jednakomn vremenshom razmaku jasan cito-
patogeni efekt. Na osnovu toga moZemo zakljuéiti da se u ovom sluéaju
nije radilo o djelovanju toksina, veé da se radilo o Zivom agensu keoji se
n gojilitu razmnoZio 1 Stetno djelovao na stanice tkiva, tj. o virusu.

Da bismo utvrdili da se ovdie zaista radi o virusn zvhi, mi sme s ma-
terijalom iz kulltura na kojima se pajavio citopatogeni elekt inficirali Sa-
rane i zlatne karase.

Kod jednog dijela inficiranih riba pojavili su se prvi znaci bolesti 1-2
sedmice iza aplikacije materijala. Ta inkubacija bila bi pribliznoe jednaka
inkubaciji kao u sludajevima kada smo holcst prenosili izravno trljanjem
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ZAKLIJUCAK

Nasadivanjem filtriranog materijala bolesnih sarana od zarazne vodene

holesti na kulturu bubreinog tkiva Sarana uspjelo je na njemu proizvesti
tipiéan citopategeni efekt. Te promjene na tkivu rezultat su djelovanja
virusa koji se nalazi u materijalu bolesnih $arana, Materijalom promije-
njenih kultura izazvali smo kod veéine pokusnih riba lake znakove zaraz-
ne vodene bolesti, pa iz toga zakljufujemo da je ova bolest primarno
uzrokevana virusom.
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