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AUTOGENA CJEPIVA PROTIV VIBRIOZE I TENACIBAKULOZE
Autogeno cjepivo – cjepivo pripremljeno od mikrorganizma izdvojenog iz oboljele ribe na određenom uzgajalištu
pripremljeno sa ciljem da se primijeni na istom uzgajalištu radi zaštite od infekcije izdvojenim uzročnicima bolesti

➢ Vibrio harveyi je izdvojen iz lubina s tipičnim 
simptomima bolesti, izolati su serotipizirani, 
potvrđeni molekularnim metodama i 
sekvencirani WGS

➢ Čiste bakterijske kulture su fermentirane u 
TSB+1.5% NaCl i inaktivirane formaldehidom 

➢ Tenacibaculum maritimum izdvojen iz oboljele ribe s 
tipičnim lezijama na koži, izdvojene bakterje su 
identificirane, potvrđene molekularnim metodama 
i sekvencirane WGS

➢ Čiste bakterijske kulture su fermentirane u Marine 
bujonu i inaktivirane formaldehidom

Formalinom-inaktivirana puna cjepiva (FMC)
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TESTIRANJE SIGURNOSTI I UČINKOVITOSTI CJEPIVA

Sigurnost i netoksičnost cjepiva te provjera protokola cjepljenja
testirana je na 20 primjeraka za svaki način primjene i tretirana riba
je promatrana tijekom 40 dana te nisu zamijećeni mortaliteti
Nakon provjere sigurnosti, netoksičnosti cjepiva i učinkovitosti 
postupka provedeno je pokusno cijepljenje mlađa lubina 
prosječne tjelesne težine od 10 grama: 
Različite skupine su cijepljene ili uranjanjem ili i/p injekcijom, a 
nakon  35 dana provedena je izazivačka infekcija uranjanjem ili i/p

V. harveyi Tenacibaculum maritimum
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REZULTATI POKUSNOG CIJEPLJENJA PROTIV  V. HARVEYI
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Dani nakon izazivačke infekcije

V. harveyi autogeno cjepivo (uranjanje + i/p)

Bath vaccination + i/p challenge Non vaccinated + i/p challenge
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Dani nakon izazivačke infekcije

V. harveyi autogeno cjepivo ( uranjanje)

Bath vaccination + bath challenge Non vaccinated + bath challenge
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Dani nakon izazivačke infekcije

V. harveyi autogeno cjepivo (i/p)

I/p vaccinated + i/p challenge Non vaccinated + i/p challenge

RPP=(1-(
𝐀

𝐁
))x100

A- % uginulih riba u 
cijepljenoj skupini
B - % uginulih riba

Cijepljena = 69%
Kontrola= 10%
RPP = 66

Cijepljena= 50%
Kontrola = 0%
RPP = 100

Cijepljena = 93,3%
Kontrola = 80%
RPP = 67
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REZULTATI POKUSNOG CIJEPLJENJA PROTIV  T. MARITIMUM
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Dani nakon izazivačke infekcije

T. maritimum autogeno cjepivo (i/p)

I/p vaccinated + i/p challenged Non vaccinated + i/p challenged
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Dani nakon izazivačke infekcije

T. maritimum autogeno cjepivo (uranjanje)

Bath vaccinated + bath challenged Non vaccinated + bath challenged

Cijepljena = 87%
Kontrola = 60%
RPP = 67,5

Cijepljena = 100%
Kontrola = 83%
RPP = 100
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Imunosni odgovor 
Ekspresija gena

Kako bi ocijenili imunosni odgovor nakon cijepljenja istraživali 
smo ekspresiju gena specifičnih za imunosni odgovor u ciljanim 
tkivima uzorkovanim od 6 riba iz svake pokusne skupine

V. harvey – Uzorkovani su ciljani organi iz svake pokusne skupine 
(prednji bubreg, slezena i stražnje crijevo)
T. maritimum - Uzorkovani su ciljani organi iz svake pokusne skupine 
(prednji bubreg, slezena i škrge)

Svaki je uzorak do pretraživanja pohranjen u RNAlater

Organi su uzorkovani 4h, 24h i 10 dana nakon cijepljenja
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Dizajn početnica i probes za ekspresiju gena

• Ciljani geni su odabrani
prema dostupnoj znanstvenoj
literature o imunosnom
odgovoru lubina

• Oligonukleotidi su dizajnirani
na osnovu homolognosti sa
sekvencama dostupnim u 
bazi nukleotida (NCBI)

They are designed in Geneious
Prime 2021.1 software with 

parameters

Dizajnirani su u programu
Geneious Prime 2021.1

Pristupni brojevi za 
referentne gene : 
DT044539 - L13A
FM004681 – Fau

Pristupni brojevi za  gene 
od interesa:

MG596341 – IgT
TDQ821114 - IL10
DQ388037 - p35 
AJ311925 - IL1β
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V. harvey-rezultati ekpresije gena nakon cijepljenja
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IL1b – rezultate nije moguće objasniti 
ili nisu dobiveni rezultati

T. maritimum-rezultati ekspresije gena nakon cijepljenja
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POKUSNO CIJEPLJENJE NA UZGAJALIŠTU

Cijepljenje protiv V. harveyi, T. maritimum i 
mješavinom oba cjepiva

Četiri pokusne skupine su smještene u male kaveze (4 x4 x 4). U 
svakom je kavezu bilo1250 riba prosječne težine 13,18 grama
Svaka je skupina cijepljena kako slijedi:

i) Cijepljenje uranjanjem u cjepivo (3.3 x108 CFU ml-1)  protiv 
V. harveyi u razrjeđenju 1:10 tijekom 1 min

ii) Cijepljenje uranjanjem u cjepivo (7.4 x106 CFU ml-1)  protiv 
T. maritimum u razrjeđenju 1:10 tijekom 2 min

iii) Cijepljenje uranjanjem u mješavinu oba cjepiva u 
razrjeđenju  1:10 tijekom 2 min

iv) Kontrola, necijepljena skupina



➢ Udio preživljavanja u svim pokusnim skupinama je bio 98 %
➢ Tijekom praćenja učinka cijepljene ribe nisu utvrđeni simptomi V. harveyi ni  T. maritimum

infekcije niti u jednom od pokusnih skupina uključivši i kontrolnu
➢ Bakteriološke pretrage pokusnih skupina i riba iz drugih kaveza na uzgajalištu provođene su 10 

mjeseci nakon cijepljenja
➢ Nisu izdvojene ni V. harveyi niti T. maritimum u pokusnim skupinama
➢ U ribe iz drugih kaveza na uzgajalištu su izdvojeni i V. harveyi i T. maritimum u istom razdoblju
➢ Serumi su uzorkovani iz pokusnih skupina dva mjeseca nakon cijepljenja i osam mjeseci nakon 

cijepljenja
➢ Indirektna ELISA je provedena kako bi se utvrdili specifični IgM za V. harveyi and T. maritimum, te

su ELISA-om utvrđeni ukupni IgM u serumu primjenom komercijalnog kita za riblje IgM

REZULTATI CIJEPLJENJA PROTIV V. harveyi, T.maritimum I 
OBA CJEPIVA NA UZGAJALIŠTU
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Indirektna ELISA za specifične IgM VH + ELISA za ukupne IgM – specifične IgM TM
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ZAHVALJUJEMO: CROMARIS-u na donaciji ribe za pokuse
IOR-u i Friškini, d.o.o. za pomoć u pokusnom
cijepljenju

HVALA NA POZORNOSTI


