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POPIS PRILOGA

SLIKE

Slika 1. Mikobakterioza a) Vrsta Moenkhausia sanctaefilomenae, erozija koze; (K.
Matanovic¢). b) Skalar (Pterophyllum scalare), karakteristi¢ni granulomi u unutarnjim
organima; (E. Gjurcevic).

Slika 2. Serpa tetra (Hyphessobrycon eques). Histoloski prikaz granuloma u unutarnjim
organima; hematoksilin-eozin (a) i Ziehl-Neelsen (b). b) Na slici su jasno uocljive brojne
acidorezistentne bakterije unutar granuloma.

Slika 3. Smud (Sander lucioperca); (E. Gjuréevic).

Slika 4. Mikobakterioza u smuda (Sander lucioperca). a) Granulom u slezeni. b) Granulomi u
nativnom preparatu bubrega. Jasno izrazena tamna podrucja nekroze; (K. Matanovic).

Slika 5. Acidorezistentne bakterije bojane Ziehl-Neelsen metodom u bubregu smuda. a) Jasno
uocljive acidorezistentne bakterije u srediStu granuloma. HistoloSki preparat. b) Slika
prikazuje acidorezistentne bakterije unutar makrofaga. Otisak.

Slika 6. Histoloski prikaz granuloma u bubregu smuda. a) Nakupina epiteloidnih stanica bez
podrucja nekroze (PAS). b) Uocava se centralo podrucje nekroze okruZeno epiteloidnim

stanicama. Vezivno-tkivna demarkacija nije prisutna (PAS). ¢) Jasno izrazena nekroza (PAS).

TABLICE
Tablica 1. Prikaz vrsta mikobakterija izdvajanih iz riba. Prema AUSTIN i AUSTIN (2016.).
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1. UVOD

Mikobakterioze su kroni¢ne zarazne bolesti slatkovodnih i morskih riba uzrokovane
acidorezistentnim bakterijama roda Mycobacterium, naj¢e$¢e vrstama M. marinum, M.
fortuitum i M. chelonae. Utvrdene su u uzgajanih i akvarijskih, ali i u slobodno zivucih riba.
Navedene vrste predstavljaju opasnost i za ljudsko zdravlje jer mogu prouzrociti infekciju
koze (eng. fish tank granuloma, swimming pool granuloma). Posebice su znaajne u
imunosuprimiranih osoba kod kojih mogu uzrokovati diseminiranu mikobakteriozu. Najstariji
podaci o mikobakteriozi riba potjecu iz 19. stolje¢a, kada su Bataillon i suradnici u svom
Clanku ,,Un nouveau type de tuberculose” objavili nalaz bakterije M. piscium u Sarana
(BATAILLON i sur., 1897.).

Klini¢ki znakovi bolesti uglavnom su nespecifi¢ni. Oboljele ribe obi¢no mijenjaju
ponasanje i prestaju uzimati hranu. Mirnije su, bezvoljne te mrSave i zaostaju u rastu.
Pigmentacija koZe je promijenjena i na njoj mogu nastati Cirevi. Karakteristican nalaz su
sivo-bijeli ¢vori¢i (granulomi) u koZi i unutarnjim organima, primarno u jetrima, bubrezima,

srcu i slezeni.

U diplomskom radu prikazan je slu¢aj mikobakterioze u smuda podrijetlom s jednog
uzgajaliSta, s kojim Veterinarski fakultet SveuciliS§ta u Zagrebu ima ugovornu suradnju.
Materijal za istrazivanje prikupljen je prethodnih godina u sklopu neeksperimentalne klinicke
veterinarske prakse u Laboratoriju za bolesti riba Zavoda za biologiju i patologiju riba i
pcela, te tijekom redovitog pregleda zdravstvenog stanja riba na uzgajalistu.

Cilj diplomskog rada je prikazati slu¢aj mikobakterioze u smuda iz uzgoja uzrokovane

bakterijom M. marinum.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Mikobakterioze riba

Mikobakterioze riba su kroni¢ne zarazne bolesti uzrokovane bakterijama iz roda
Mycobacterium koje su uvjetno-patogene za ljude i ubrajamo ih u tzv. netuberkulozne
mikobakterije (MATANOVIC i sur., 2014.). BERCOVIER i VINCENT (2001.) kao
netuberkulozne mikobakterije navode vrste M. marinum, M. fortuitum te M. chelonae. Osim
navedenih, iz bolesnih i iz zdravih riba izdvojene su i druge mikobakterije (GAUTHIER i
RHODES, 2009.).

2.1.1. Etiologija

Mikobakterije su acidorezistentne, nepokretne Stapicaste bakterije koje ne tvore spore.
Veli¢ine su 1,0-10,0 x 0,1-0,6 um. S obzirom na brzinu rasta dijelimo ih na spororastuce i
brzorastuce. Za razliku od M. fortuitum i M. chelonae, M. marinum je spororastu¢a vrsta. Na
uobicajenim bakterioloskim hranjivim podlogama, nakon dva do tri tjedna inkubacije pri
temperaturi od 20-30°C tvori zute kolonije. M. fortuitum raste pri 25°C, ali i pri 37°C i tvori
bijele kolonije ve¢ nakon 5-7 dana inkubacije. M. chelonae na uobic¢ajenim podlogama pri
temperaturi inkubacije od 25°C nakon 3-5 dana tvori nepigmentirane kolonije (ROBERTS,
2012.).



Tablica 1. Prikaz vrsta mikobakterija izdvajanih iz riba. Prema AUSTIN i AUSTIN (2016.).

Porodica: Mycobacteriaceae

Rod: Mycobacterium

Vrsta: M. abscessus
.avium

. chelonae

. fortuitum

. gordonae

. marinum

. montefiorense
. Neoaurum

. piscium

. poriferae

. pseudoshottsii
. salmoniphilum
. scrofulaceum
. shottsii

. simiae

. smegmatis

LT L I L K 2 K 2 LK 2L £ L £ <L

. ulcerans

2.1.2. Epizootiologija

Mikobakterije su prisutne u otvorenim vodama, uzgajaliStima 1 akvarijskim sustavima.
Sastavni su dio mikroflore vode i dna (BERAN i sur., 2006.; FIJAN, 2006.). Vodena sredina,
uginule i bolesne ribe, hrana (FIJAN, 2006.) i beskraljeznjaci (LEWIS i CHINABUT, 2011.)
najcesci sU izvor zaraze. Uzrocnik ulazi u ribu kroz probavni sustav (FIJAN, 2006.) i kozu
(LEWIS i CHINABUT, 2011.). Prijenos okomitim putem je vjerojatan (FIJAN, 2006.;
RAMSAY i sur., 2009.). Nepovoljni uvjeti u okolisu, kao $to su npr. gust smjestaj i loSa
kakvoca vode, pogoduju izbijanju bolesti (CLARK i SHEPARD, 1963.).



2.1.3. Klini¢ka slika

Vanjski znakovi bolesti nisu uvijek jasno izrazeni i ¢esto su nespecifi¢ni. Oboljele
ribe obi¢no mijenjaju ponasanje i prestaju uzimati hranu. Mirnije su, bezvoljne te mrsave i
zaostaju u rastu (FIJAN, 2006.; LEWIS i CHINABUT, 2011.). Pigmentacija koze je
promijenjena (ROSS, 1970.; SNIESZKO, 1978.) i na njoj mogu nastati Cirevi. Dolazi i do
nakupljanja tekucine u tkivima i organima (BRUNO i sur., 1998.) te egzoftalmije (FIJAN,
2006.; EVELY i sur., 2011.; LEWIS i CHINABUT, 2011.). Karakteristi¢an nalaz su sivo-
bijeli ¢vorici (granulomi) u kozi i unutarnjim organima, primarno u jetrima, bubrezima, srcu i
slezeni (DULIN, 1979.; VAN DUIJN, 1981.; NOGA, 2010.). Ponekad jetra, bubrezi i slezena
mogu biti i povec¢ani (CHINABUT i sur., 1990.).

Slika 1. Mikobakterioza a) Vrsta Moenkhausia sanctaefilomenae, erozija koze; (K.
Matanovic). b) Skalar (Pterophyllum scalare), karakteristi¢ni granulomi u unutarnjim
organima; (E. Gjurcevic).



2.1.4. Histopatoloski nalaz

Histopatoloski nalaz ukljucuje granulomatoznu upalu bubrega, jetre, slezene i drugih
organa. U srediSnjem dijelu granuloma najceS¢e se nalazi podrucje nekroze okruzeno
nakupinama epiteloidnih stanica i makrofaga te vezivno-tkivnom kapsulom (LEWIS i
CHINABUT, 2011.). Granulomi su promjera od 80 do 500 um (SAKANARI i sur., 1983.).
Katkada su i mineralizirani, a mogu sadrzavati i multinuklearne divovske stanice.
Acidorezistentne bakterije razasute su unutar granuloma (LEWIS i CHINABUT, 2011.).

Slika 2. Serpa tetra (Hyphessobrycon eques). Histoloski prikaz granuloma u unutarnjim
organima; hematoksilin-eozin (a) i Ziehl-Neelsen (b). b) Na slici su jasno uocljive brojne
acidorezistentne bakterije unutar granuloma.

2.1.5. Dijagnostika

Sumnja na bolest postavlja se na osnhovi nalaza ¢vori¢a (granuloma) u kozi i
unutarnjim organima. Na bolest upu¢uje nalaz acidorezistentnih bakterija u izravnim
otiscima, razmascima ili histoloskim preparatima bojanim Ziehl-Neelsen metodom.
Mikobakterije se izdvaja na uobiCajenim i/ili posebnim hranjivim podlogama (npr.
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Petragnanijeva i Lowenstein-Jensenova hranjiva podloga te Middlebrook 7H10 agar)
(FRANCIS-FLOYD, 2011.; AUSTIN i AUSTIN, 2016.). Za postavljanje kona¢ne dijagnoze
koriste se razli¢ite metode npr. molekularna metoda identifikacije pomocu lancane reakcije

polimerazom - PCR (GAUTHIER i RHODES, 2009.; FRANCIS-FLOYD, 2011.).

2.1.6. Lijecenje i profilaksa

Bolest se ne lijeci. U ribogojstvu i akvaristici oboljelu populaciju treba usmrtiti, a
sustav dezinficirati (ROBERTS, 2012.). U¢inkovitim dezinficijensima pokazali su se etilni
alkohol, benzil-4-klorofenol-fenilfenol te natrijev klorit (MAINOUS i SMITH, 2005.). Pri
ponovnom nasadivanju treba koristiti samo ribu slobodnu od bolesti (ROBERTS, 2012.). U
akvaristici leSine treba redovito uklanjati (FIJAN, 2006.). Pojavu bolesti treba sprjecavati

odrzavanjem optimalnih uvjeta u uzgoju i pravilnom hranidbom.

2.1.7. Javno zdravstvo

Mikobakterioze riba uzrokovane vrstama M. marinum, M. fortuitum i M. chelonae
opisane su i kao zoonoze (FRANCIS-FLOYD, 2011.). Navedene vrste smatraju se uvjetno-
patogenima za Covjeka i ubrajaju u tzv. netuberkulozne mikobakterije (MATANOVIC i sur.,
2014.). Ljudi se inficiraju izravnim ili neizravnim dodirom (BERCOVIER i VINCENT,
2001.), najéesée pri radu s akvarijskom ribom i kod kupanja u bazenu (MATANOVIC i sur.,
2014.). Ove infekcije koze opisane su kao eng. fish tank granuloma, swimming pool
granuloma (KERN i sur., 1989.). Inkubacija u ljudi traje od tri tjedna do devet mjeseci. Kod
imunosuprimiranih osoba moguca je i pojava diseminirane mikobakterioze. Iako se infekcije

U ljudi pojavljuju relativno rijetko, nuzna je edukacija u svrhu provodenja mjera zaStite

(FRANCIS-FLOYD, 2011.).



2.2. Smud (Sander lucioperca)

Smud (Sander lucioperca) je slatkovodna riba iz porodice grgeca (Percidae)
(KOTTELAT i FREYHOF, 2007.). Tijelo mu je vretenastog oblika, a glava klinasta s
izraZenim zubima na obje &eljusti. Ledna peraja je dvostruka (BOGUT i PAVLICEVIC,
2006.). Trbusne peraje pomaknute su kranijalno i smjeStene gotovo ispod prsnih peraja.
Popreéno po tijelu nalazi se od Sest do osam tamnijih pruga (ANTALFI i TOLG, 1974.).
Spolni dimorfizam izraZen je samo tijekom mrijesta. Mrijesti se tijekom travnja i svibnja
(BOGUT i PAVLICEVIC, 2006.; KOTTELAT i FREYHOF, 2007.). Zadrzava se na dnu, uz
kamenje i podvodno korijenje. Smud je mesozder. Hrani se manjim ribama (ANTALFI i
TOLG, 1974.), a kao mlad, zooplanktonom i zoobentosom (BOGUT i PAVLICEVIC, 2006.).
Naraste do duzine od 130 cm i tjelesne mase od 15 kg (BOGUT i PAVLICEVIC, 2006.).

Slika 3. Smud (Sander lucioperca); (E. Gjurcevié).



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Podrijetlo uzoraka

U diplomskom radu prikazan je slucaj mikobakterioze u smudeva podrijetlom s
jednog uzgajalista koje ima ugovorenu suradnju sa Zavodom za biologiju i patologiju riba i
pcela Veterinarskog fakulteta. Smudevi su prikupljeni prethodnih godina u sklopu redovitih
pregleda zdravstvenog stanja riba na uzgajalistu (neeksperimentalna klinicka veterinarska
praksa) i dopremljeni u Laboratorij za bolesti riba. Ukupno je prikupljeno 60 primjeraka
razlicitih uzrasnih kategorija, duljine tijela od 11 do 40 cm. Duljina tijela mjerena je od vrha

glave do straznjeg ruba repne peraje (eng. total length, TL).

Uz opcéu pretragu, mikroskopsku pretragu koze i Skrga te razudbu, u pregled
zdravstvenog stanja su po potrebi uklju¢ene i dodatne laboratorijske pretrage: bakterioloska,

parazitoloska i histopatoloska.

Radi utvrdivanja prisutnosti acidorezistentnih bakterija u materijalu, u Laboratoriju za
bolesti riba pripremljeni su izravni otisci i razmasci unutarnjih organa te obojani po Ziehl-
Neelsenu. Plamenom uévrséeni izravni otisci i razmasci prvo su preliveni bojom karbol
fuksin po Ziehlu, a zatim zagrijavani nad plamenom te isprani vodovodnom vodom. Tako
pripremljeni preparati odbojani su kiselim alkoholom, isprani vodovodnom vodom i obojani
metilenskim modrilom po Loffleru (NAGLIC i sur., 1988.).

3.2. HistoloSka pretraga

U svrhu histoloske pretrage, uzorci unutarnjih organa (bubreg, jetra 1 slezena) fiksirani
su u 4%-tnom puferiranom formalinu, uklopljeni u parafin i izrezani na 5 pum debele rezove.
Histoloski rezovi bojani su rutinski Ziehl-Neelsen metodom, hematoksilin-eozinom (HE) i
periodi¢nom kiselinom Schiff (PAS). Dio rezova obojan je Masson trikrom metodom za

kolagen te von Kossa/van Gieson metodom za prikaz mineraliziranog tkiva.



4. REZULTATI

U sklopu neeksperimentalne klini¢ke veterinarske prakse na jednom uzgajalistu, od
ukupno prikupljenih 60 smudeva, klinickim pregledom samo u dva primjerka vidljivi su

karakteristi¢ni granulomi u unutarnjim organima (slika 4.).

Slika 4. Mikobakterioza u smuda (Sander lucioperca). a) Granulom u slezeni. b)
Granulomi u nativhom preparatu bubrega. Jasno izraZzena tamna podru¢ja nekroze; (K.
Matanovic).

U oba primjerka uoCena je promjena u ponaSanju. Mikroskopskim pregledom
arhiviranih izravnih otisaka, razmazaka i histoloskih preparata unutarnjih organa, bojanih
Ziehl-Neelsen metodom, utvrdena je prisutnost acidorezistentnih bakterija u materijalu. Osim

u tkivu, acidorezistentne bakterije vidljive su i unutar makrofaga (slika 5.).



Slika 5. Acidorezistentne bakterije bojane Ziehl-Neelsen metodom u bubregu smuda. a)
Jasno uocljive acidorezistentne bakterije u srediStu granuloma. Histoloski preparat. b) Slika
prikazuje acidorezistentne bakterije unutar makrofaga. Otisak.

Konacna dijagnoza postavljena je identifikacijom vrste M. marinum primjenom
hibridizacijskog testa GenoType Mycobacterium CM/AS (Hain Lifescience, Njemacka) (K.

Matanovi¢, neobjavljeni rezultati).

Histoloski, na serijskim rezovima uzoraka unutarnjih organa, granulomi se uocavaju
samo u bubregu i slezeni. U slezeni su malobrojni i smjeSteni povrSinski. Sadrzavaju
nakupine epiteloidnih stanica. U centralnom dijelu pojedinih granuloma prisutna je i nekroza.
Nisu mineralizirani, nemaju vezivno-tkivnu kapsulu i ne sadrzavaju multinuklearne divovske

stanice (slika 6.).
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Slika 6. Histoloski prikaz granuloma u bubregu smuda. a) Nakupina epiteloidnih stanica
bez podruéja nekroze (PAS). b) Uocava se centralo podrucje nekroze okruzeno
epiteloidnim stanicama. Vezivno-tkivna demarkacija nije prisutna (PAS). c¢) Jasno izraZena
nekroza (PAS).
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5. RASPRAVA

Tijekom pregleda zdravstvenog stanja riba na jednom uzgajaliStu u Republici
Hrvatskoj u uzgajanog smuda utvrdena je mikobakterioza uzrokovana vrstom M. marinum.
Za identifikaciju uzro¢nika upotrijebljen je hibridizacijski test GenoType Mycobacterium
CM/AS (K. Matanovié, neobjavljeni rezultati). Prema dosada$njim saznanjima ovo je prvi
opis takvog slucaja. Uz vrstu M. marinum najée$ée netuberkulozne mikobakterije izdvojene

iz riba su M. fortuitum i M. chelonae (BERCOVIER i VINCENT, 2001.).

U bubregu i slezeni pregledanih smudeva tijekom razudbe uoceni su sivo-bijeli
¢vori¢i. Takav nalaz kod mikobakterioze opisali su i drugi autori (BRUNO 1 sur., 1998
NOVOTNY i sur., 2010.; AVSEVER i sur., 2014.). Osim u bubregu i slezeni, BRUNO i sur.
(1998.) te AVSEVER i sur. (2014.) ¢vorice su opisali i u jetri, a NOVOTNY i sur. (2010.)iu

probavnom sustavu, kozi te gonadama.

U pripremljenim izravnim otiscima i razmascima unutarnjih organa obojanih ZN
metodom utvrdene su acidorezistentne bakterije. Lokalizirane su u tkivu i unutar makrofaga.
Takvu lokalizaciju navode i drugi autori (BRUNO i sur., 1998.; ANTYCHOWICZ i sur.,
2003.).

U ovom istrazivanju mikroskopskim pregledom histoloskih preparata utvrdena je
granulomatozna upala bubrega i slezene. Uoc¢eni granulomi dovode do znatnog oSteCenja
tkiva. Formirani su od nakupine epiteloidnih stanica. Nisu mineralizirani, nemaju vezivno-
tkivnu kapsulu i ne sadrzavaju multinuklearne divovske stanice. Samo kod pojedinih
granuloma prisutno je i centralno podrucje nekroze. Dobiveni histopatoloski nalaz usporedila
sam s rezultatima istrazivanja mikobakterioze drugih autora (dos SANTOS i sur., 2002.;
CHANG i sur., 2006.; JACOBS i sur., 2009.; NOVOTNY i sur., 2010.; AVSEVER i sur.,
2014.). Struktura granuloma koju opisuju NOVOTNY i sur. (2010.) te AVSEVER i sur.
(2014.) u skladu je s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju, iako postoje neznatne
razlike. Prema AVSEVER i sur. (2014.) u hame (Argyrosomus regius) iz uzgoja uoceni
granulomi nemaju vezivno-tkivnu kapsulu, a centralno podrucje nekroze uvijek je prisutno.
Nasuprot tomu, NOVOTNY i sur. (2010.) u ukrasnih riba opisuju centralno podrucje nekroze

samo u potpuno formiranim granulomima koje okruzuje vezivno-tkivna kapsula.
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Struktura granuloma koju opisuju dos SANTOS i sur. (2002.) te CHANG i sur.
(2006.) razlikuje se od rezultata dobivenih u ovom istrazivanju. Tako u romba (Scophthalmus
maximus) iz uzgoja kod mikobakterioze prouzroCene vrstama M. marinum i M. chelonae
granulomi s vezivno-tkivnom kapsulom mogu biti i mineralizirani (dos SANTOS i sur.,
2002.). Granulome u vrste Chanos chanos, nastale kao posljedica infekcije bakterijom M.
abscessus, karakterizira prisutnost vezivno-tkivne kapsule i multinuklearnih divovskih
stanica (CHANG i sur., 2006.).

Za pretpostaviti je da su granulomi opisani u ovom diplomskom radu, zbog nedostatka
vezivno-tkivne kapsule, u pocetku nastanka. Ova pretpostavka u skladu je s istraZivanjem
provedenim u laboratorijskim uvjetima u kojem je dokazano da ¢e pokusna infekcija vrste
Morone saxatilis bakterijom M. marinum tek nakon Ccetiri tjedna rezultirati nastankom
vezivno-tkivne kapsule (JACOBS i sur., 2009.).

U prikazanom slu¢aju mikobakterioze u smuda iz uzgoja izvor uzro¢nika je nepoznat.
Kod uzgajanih i akvarijskih riba kao moguéi izvor zaraze u literaturi se navodi novo
nabavljena riba, hrana (AVSEVER i sur., 2014.) ili voda (NOVOTNY i sur., 2010.). I1zbijanju
1 razvoju bolesti pogoduju gusti smjestaj, loSa kakvoca vode i neodgovarajuca ishrana
(CLARK i SHEPARD, 1963.; JACOBS i sur., 2009.). Sprjecavanje unoSenja uzro¢nika u
novu sredinu je preporuena mjera za zaStitu zdravlja uzgajanih i akvarijskih riba
(ROBERTS, 2012.). Budu¢i da kanibalizam pogoduje prijenosu i Sirenju bolesti, bolesne i
uginule ribe nuzno je odstraniti i neSkodljivo ukloniti (FIJAN, 2006.). OdrZavanje optimalnih
uvjeta sredine i pravilna ishrana su od izuzetnog znacaja za sprje¢avanje razvoja bolesti
(CLARK i SHEPARD, 1963.; JACOBS i sur., 2009.). Redovitim pregledom zdravstvenog
stanja uzgajanih i akvarijskih riba, bolest se moze pravovremeno otkriti i tako sprijeciti njeno

Sirenje.
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6. ZAKLJUCCI

Iz prikazanog sluc¢aja mikobakterioze moze se zakljuciti da vrsta M. marinum

uzrokuje znacajne patoloske promjene u smuda iz uzgoja.

Na temelju dobivenog histopatoloskog nalaza moze se zakljuciti da su opisani

granulomi, zbog nedostatka vezivno-tkivne kapsule, u pocetku nastanka.
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8. SAZETAK

MIKOBAKTERIOZA U SMUPA 1Z UZGOJA — PRIKAZ SLUCAJA

U diplomskom radu prikazan je slu¢aj mikobakterioze. Histoloskom pretragom
utvrdena je granulomatozna upala bubrega i slezene. U izravnim otiscima i histoloskim
preparatima oba organa, obojanim Ziehl-Neelsen metodom utvrdene su acidorezistentne

bakterije.

Kljuéne rije¢i: smud, Sander lucioperca, mikobakterioza
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9. SUMMARY

MYCOBACTERIOSIS IN FARMED PIKEPERCH — A CASE REPORT

This paper describes a case of mycobacteriosis. Histological examination revealed
granulomatous inflammation within kidney and spleen. Ziehl-Neelsen stained imprints and
histological sections of both organs demonstrated acid-fast bacteria.

Key words: pikeperch, Sander lucioperca, mycobacteriosis
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