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Wstep

Wazrastajaca intensyfikacja produkcji ryb, migdzy innymi poprzez stosowanie zbyt
gestych obsad oraz narastajace skazenie s$rodowiska, w znacznym stopniu sprzyjaja
rozwojowi wielu choréb zakaznych. Ponadto, ryby hodowane sa zwykle w monokulturach,
przez co zaklocona jest naturalna rownowaga biologiczna w srodowisku wodnym. Pojawienie
si¢ okreslonego czynnika chorobotworczego w obiekcie, gdzie hodowane sa ryby wrazliwe na
ten czynnik, powoduje idealne warunki do rozwoju choroby, ktoéra cz¢sto ma gwattowny
przebieg. W takiej sytuacji, nawet zastosowanie antybiotyku (w przypadku choroby
bakteryjnej), nie zawsze przynosi popraw¢ stanu zdrowia ryb, poniewaz leki te podawane sa
zwykle w paszy, a ryby chore przestaja zerowacé. Ponadto, dobor odpowiedniego leku musi
by¢ poprzedzone diagnostyka laboratoryjng oraz badaniem leko-wrazliwo$ci wyizolowanych
drobnoustrojéw. Badania te sa czasochlonne, natomiast leczenie ryb powinno by¢
podejmowane mozliwie jak najwczes$niej, po wystapieniu pierwszych symptoméw choroby.
Zatem kluczowa role w zapobieganiu bakteryjnym chorobom ryb powinna odgrywac
profilaktyka, a szczegdlnie immunoprofilaktyka, polegajaca na stosowaniu preparatdéw
zwigkszajacych odpornos$¢ nieswoista i/lub swoista u ryb. W gospodarstwach rybackich,
w ktorych okreslona choroba bakteryjna pojawia si¢ systematycznie i moze przynosi¢ duze
straty, stosowanie szczepionek stanowi jeden z najwazniejszych elementéw postgpowania
profilaktycznego.

Szczepionki przeciwko bakteryjnym chorobom ryb

Rozw¢j badan nad szczepionkami dla ryb ma diuga historig. Pierwsze proby nad
opracowaniem szczepionki przeciwko wrzodzienicy podjeto juz w pierwsze] polowie
ubieglego stulecia. Od tego czasu opracowano szczepionki przeciwko wigkszosci znanych
bakteryjnych patogenéw ryb (Austin 1 Austin, 2007). Wieloletnie prace badawcze
doprowadzily do uzyskania w miarg skutecznych szczepionek przeciwko chorobie Hitra,
edwardsiellozie, jersiniozie, wibriozie
1 wrzodzienicy, ktére sa obecnie produkowane na skalg przemystowa. W Polsce, dopuszczone
sa do stosowania komercyjne szczepionki przeciwko jersiniozie
1 wrzodzienicy. Wsrdéd bakteryjnych chordb ryb, te dwie jednostki stanowia obecnie
najpowazniejszy problem w hodowli ryb lososiowatych w naszym kraju. Szczepionki te
zawieraja, jako czynnik immunogenny, jeden lub dwa inaktywowane szczepy bakteryjne
(bakteryny).

Dotychczasowe badania wykazaly, ze wigkszo$¢ szczepionek przeciwko réznym



bakteryjnym chorobom ryb, zawierajacych bakteryny, wykazuje najwigksza skutecznos¢ po
zastosowaniu ich w kapieli lub droga iniekcji dootrzewnowej (wg danych Austin i1 Austin,
2007). Wyjatek stanowia szczepionki przeciwko wrzodzienicy lub innych chorob
wywolywanych przez bakterie Aeromonas salmonicida. Pomimo bardzo licznych badan
poswigconych opracowaniu skutecznej szczepionki przeciwko wrzodzienicy, dotychczas nie
ustalono precyzyjnie odpowiedniego skladu antygenowego tych szczepionek, ktory by
zapewniat jej powtarzalna, wysoka skuteczno$¢. W badaniach wykorzystywano jako antygen
cate, inaktywowane komorki, ich lizaty bakterie atenuowane, oczyszczone elementy
strukturalne komorek, produkty wydzielania zewngtrznego oraz rdézne kombinacje tych
elementow. W wigkszosci uzyskiwano wyniki stabe lub niejednoznaczne, zaleznie od
sposobu podania szczepionki, temperatury wody, gatunku ryb, itp.

Do produkcji szczepionek komercyjnych wykorzystuje si¢ najczesciej klasyczne,
dobrze poznane pod wzgledem morfologicznym, biochemicznym, antygenowym oraz
chorobotworczym szczepy bakteryjne. Problemy przy stosowaniu tych szczepionek pojawiaja
si¢ wowczas, kiedy okreslona choroba wywolywana jest przez mikroorganizmy
o zmienionym  profilu  fenotypowym lub/i genotypowym. Zmienno$¢ rdznych
mikroorganizmow, w tym takze bakterii, jest powszechnie znana; moze by¢ ona wynikiem
rozpowszechnienia bakteriofagdw, zréznicowanych warunkow srodowiskowych, potencjatu
obronnego zywiciela itp. Dlugotrwale stosowanie szczepionek, zawierajacych, jako antygen,
okreslony szczep bakterii, moze prowadzi¢ do pojawiania si¢ w danej populacji zwierzat
(w tym takze ryb), szczepow o innej strukturze antygenowej. Moga to by¢ np. inne serotypy.
W wyniku zmiennos$ci, okreslony gatunek bakterii, moze wykazywaé¢ mniejsza lub wigksza
zjadliwo$¢ lub/i wrazliwos¢ na czynniki odpornosciowe zywiciela. Zmiana profilu
wiasciwosci chorobotworczych okreslonego patogenu moze prowadzi¢ do powstania innego
obrazu klinicznego infekcji, co obserwuje si¢ coraz czgs$ciej w hodowli ryb.

Produkowane na skalg przemystowa szczepionki przeciwko jersiniozie zawieraja, jako
antygen, inaktywowany szczep Yersinia ruckerii, (typ 1, szczep Hagermana.), ktory jest
uwazany jako patogenny, zaliczony wczesniej do serowaru I, a obecnie do serotypu Ol
(Bullock 1 Anderson, 1984; Davies, 1990). Jednak do serotypu Ol zostaly wiaczone takze
szczepy typu (serowaru) III, w obrgbie ktorego wystepuja zarowno izolaty patogenne jak tez
niepatogenne. Zrdznicowanie dotyczace zjadliwosci izolatow wykazano takze w obrgbie
serowaru II (obecnie serotyp O2) ( Flett, 1989). Ponadto, pojawiaja si¢ nowe, ré6zne od
szczepu Hagermana, biotypy Y.ruckeri. Sa one rozpowszechnione w wielu krajach Europy,
migdzy innymi w Niemczech, Hiszpanii i w Polsce ( Klein 1 wsp., 1994; Kozinska
1 Pekala, 2004; Fouz i wsp., 2006; Pg¢kala, 2008;). Udokumentowano przypadki izolacji
nowego biotypu Yersinia ruckeri w  Anglii, ktore bardzo slabo reagowaty
z surowicami dla serowarow I i II. (Austin 1 wsp., 2003). Na uwagg zastuguje fakt, iz nowe
biotypy szczepow Y.ruckeri izolowane w Anglii 1 Hiszpanii pochodzity od ryb wczes$niej
szczepionych komercyjng szczepionka przeciwko jersiniozie.

Dostepne w handlu szczepionki przeciwko wrzodzienicy (Aquaac FuroVac 1 AquaVac
FNM™  firmy Schering) zawieraja cale, inaktywowane komorki A.salmonicida, a
docelowym gatunkiem ryb, dla ktérych sa one przeznaczone jest toso$ atlantycki, na ktérym
testowano skuteczno$¢ tych preparatow.

Przeprowadzone w Irlandii badania 239 szczepow A.salmonbicida pochodzacych od



roznych gatunkéw ryb z réznych obszarow geograficznych na catym $wiecie wykazaly ich
bardzo duze zrd6znicowanie pod wzgledem wlasciwosci biochemicznych, serologicznych,
genetycznych i patogennych

(Powell: www.aquamedia.org/aquainnovation/knowledgebase/afshowarticle). Autorzy tych
badan uwazaja, ze w obliczu wszechstronnej réznorodnosci tych bakterii, globalne zwalczanie

wrzodzienicy wydaje sig by¢ mato prawdopodobne
w najblizszych latach. Ze wzgledu na specyfike poszczegdlnych szczepdw konieczne jest
zatem zwalczanie indywidualne. Potwierdzeniem tych badan jest fakt, iz zawgza sig tez rynek
produkowanych na skalg przemystowa szczepionek, nie tylko ze wzgledu na ich wysoka ceng,
ale takze dlatego, 1z wykazuja one r6zna skuteczno$¢, zaleznie od gatunku ryb, ale takze w
roznych populacjach ryb jednego gatunku.

Autoszczepionki

Wobec pojawiajacych sig trudnosci skutecznej profilaktyki przy uzyciu szczepionek
komercyjnych, wzrasta zainteresowanie stosowaniem autoszczepionek, nie tylko
w ichtiopatologii, ale takze w innych dziedzinach weterynarii. Problem ten dotyczy
zasadniczo wszystkich gatunkoéw zwierzat wrazliwych na infekcje mikroorganizmow
wystepujacych w wielu formach antygenowych lub tez w przypadkach chordb o zlozonej
etiologii. Rynek polski ma bardzo ograniczony wybor szczepionek komercyjnych przeciwko
okreslonej chorobie bakteryjnej ryb, co powoduje, ze w miejsce szczepionkowych szczepow
bakteryjnych, pojawiaja si¢ coraz czeSciej szczepy o zmienionych wilasciwosciach.
Zmiennos$¢ bakterii umozliwia im ucieczk¢ przed mechanizmami obronnymi gospodarza i/lub
kolonizacj¢ r6znych srodowisk
(http://wiki.biol.uw.edu.pl/w/Molekularne podstawy bakteryjnej patogenezy/Opracowania)

Autoszczepionki przygotowywane s na potrzeby konkretnego obiektu hodowli ryb,
na bazie szczepdéw bakteryjnych izolowanych z tego obiektu. Oczywiscie, jezeli istnieje
potrzeba powtarzania zabiegu na tej samej lub nowych populacjach ryb w danym obiekcie,
nie mozna poprzesta¢ na szczepach raz wyizolowanych. Konieczne jest monitorowanie
obiektu, pod katem mozliwosci pojawiania si¢ szczepéw o zmienionym profilu
biochemicznym, enzymatycznym lub/i antygenowym, szczegdlnie wowczas, kiedy
zaobserwowany zostanie spadek skutecznosci autoszczepionki.

Zadowalajaca skuteczno$¢ autoszczepionek jest udokumentowana wieloma badaniami
eksperymentalnymi, prowadzonymi w wielu krajach na calym s$wiecie. W badaniach
eksperymentalnych, prowadzonych w warunkach laboratoryjnych jak 1 terenowych,
wykorzystywane byly najczgscie] szczepy izolowane z obiektu,
w ktérym prowadzono nastgpnie proby dotyczace skutecznos$ci szczepionek przygotowanych
w laboratorium. Jednak pomimo dobrych, a nawet bardzo dobrych wynikow, niewiele z nich
znalazto zastosowanie na szersza skalg, najprawdopodobniej z powodu niewielkiej
skutecznos$ci tych preparatéw stosowanych w innych populacjach ryb. Prowadzono tez szereg
badan poréwnawczych skutecznosci szczepionek komercyjnych 1 autoszczepionek. Dla
przyktadu, komercyjna szczepionka przeciwko jersiniozie (zawierajaca antygeny szczepu
Y.ruckeri - typ Hagermana), zastosowana w immersji, wykazywala wysoka skutecznos$¢ po
zakazeniu pstragéw tgczowych homologicznym szczepem Hagermana, natomiast znacznie
nizsza skutecznos$¢ stwierdzono w grupie ryb zakazonych $wiezym izolatem nalezacym do



innego biotypu (wzgledny procent przezywalnosci — RPS wynosil odpowiednio 95% 1 47%).
Przeciwnie, po immersyjnej immunizacji pstragdw teczowych autoszczepionka zawierajaca
antygeny nowego biotypu Y.ruckeri, RPS wynosit zaledwie 32% ( w grupie ryb zakazonych
szczepem Hagermana) 1 76% (w grupie ryb zakazonych szczepem homologicznym do
szczpionkowego) (Austin 1 wsp., 2003). W innych badaniach, prowadzonych w Hiszpanii,
wykazano, ze autoszczepionka przeciwko wrzodzienicy u skarpa (Scophthalmus maximus), po
podaniu droga injekcji dootrzewnowej, wykazywala istotnie wyzsza skuteczno$¢ w
warunkach laboratoryjnych (RPS 99%) niz szczepionka komercyjna AquaVac Furovac 5
(RPS 72%). W probach terenowych, skutecznos$¢ autoszczepionki byta rowniez wysoka (RPS
83% po 630 dniach), ale doustne podanie szczepionki AquaVac Furovac 5 oral, rybom
wczesniej immunizowanym dootrzewnowo autoszczepionka, nie powodowalo wzrostu
odpornosci ochronnej ryb na zakazenie A.salmonicida ssp. salmonicida (Santos 1 wsp., 2005).
Ciekawym aspektem tych badan jest fakt, iz analiza taksonomiczna wykazala biochemiczna,
serologiczng 1 genetyczng homologi¢ pomigdzy szczepami A.salmonicida ssp.salmonicida
izolowanymi od ryb tososiowatych 1 skarpa (Toranzo i wsp., 1991; Toranzo 1 Barja, 1992).
Jednak pomimo to, szczepionka AquaVac Furovac 5 (zawierajaca bakteryny szczepoéw ryb
lososiowatych) wykazywata znacznie nizsza skuteczno$¢ niz autoszczepionka. Wskazuje to,
1z szczepionka 1 procedury szczepien powinny by¢ dostosowane dla okreslonego gatunku ryb
oraz specyficznych warunkow ich hodowli na kazdym etapie (Santos 1 wsp., 2005). Nalezy w
tym miejscu zaznaczy¢, ze szczepionki przeciwko wrzodzienicy, dopuszczone do stosowania
w Polsce, przeznaczone sa dla lososia atlantyckiego. W naszym kraju, problem zwiazany z ta
choroba dotyczy przede wszystkim pstraga zrodlanego, zatem skuteczno$¢ tych szczepionek
dla tego gatunku ryb moze okazac¢ si¢ znacznie nizsza, niz dla lososia.

W  S$wietle przedstawionych wyzej danych, stosowanie autoszczepionek
w produkcji ryb, wydaje si¢ by¢ nie tylko koniecznym, ale takze najlepszym
1 najtanszym rozwiazaniem w postgpowaniu profilaktycznym przeciwko chorobom
bakteryjnym, powodujacym liczne $nigcia, a przez to przynoszacym znaczne straty
ekonomiczne. Jednak ich produkcja nie moze mie¢ charakteru ,,chatupniczego”. Musi by¢
poprzedzona badaniami laboratoryjnymi, nastgpnie probami w terenie, aby przygotowany
produkt przynosit wymierne efekty 1 byt bezpieczny dla ryb.

Wychodzac naprzeciw potrzebom hodowcow, w Zaktadzie Choréb Ryb PIWet-PIB w
Pulawach, podjeto badania w kierunku opracowania 1 oceny skutecznos$ci autoszczepionek
przeciwko jersiniozie. W tym celu zgromadzono 15 izolatow Yersinia ruckeri z 5
gospodarstw rybackich, pochodzacych od pstragow tgczowych z objawami jersiniozy.
Okreslono wlasciwosci biochemiczne
1 serologiczne oraz zjadliwo$¢ izolatow. Wszystkie izolaty nalezaly do serotypu Ol (wg
klasyfikacji Davies, 1990), jednak wykazywaty roznice biochemiczne. Izolaty réznily sie
takze stopniem zjadliwosci, co wykazano po eksperymentalnym zakazeniu zdrowych
pstragow tgczowych. Przy zastosowaniu jednakowej dawki bakterii w inokulacie, objawy
chorobowe 1/lub $nigcia ryb w poszczegdlnych grupach doswiadczalnych wynosity od 40%
do 80%, zaleznie od izolatu uzytego do zakazen. Do przygotowania do$wiadczalnych
autoszczepionek wybrano 2 izolaty silnie zjadliwe 1 1 izolat $rednio zjadliwy. Po ustaleniu
optymalnej dawki
1 czasu trwania ekspozycji ryb na antygen (podawany w kapieli) oraz sprawdzeniu



bezpieczenstwa  autoszczepionek,  przeprowadzono  badanie  ich  skutecznosci
w warunkach laboratoryjnych 1 terenowych. Badania przeprowadzone
w warunkach laboratoryjnych wykazaty, iz sa one wysoce skuteczne — wzgledna
przezywalnos¢ ryb (RPS) po zakazeniu szczepem homologicznym wynosita od 93,8% do
100% Nie obserwowano zadnych objawoéw chorobowych. W kolejnym doswiadczeniu
poréwnano skuteczno$¢ autoszczepionki, zawierajacej antygeny jednego szczepu Y.ruckeri
(Yrl) wobec szczepu homologicznego 1 2 szczepéw heterologicznych, pochodzacych z
innych gospodarstw. W grupie ryb szczepionych, a nastgpnie zakazonych homologicznym
szczepem Yrl, nie obserwowano $nig¢ ani tez innych objawow chorobowych (RPS 100%),
podczas gdy ryby szczepione przy uzyciu tej samej autoszczepionki, ale zakazone szczepami
heterologicznymi, wykazywaly znacznie nizsza odpornos¢ ochronna (RPS 50% - 60% ).
Wskazuje to, ze autoszczepionki, chociaz w pewnym stopniu zwigkszaja odpornos¢ ochronna
ryb przed szczepami innego pochodzenia, nie wykazuja wlasciwosci uniwersalnych.
Oczywiscie, wyniki badan laboratoryjnych nie zawsze w pelni pokrywaja si¢ z wynikami
badan prowadzonych w warunkach terenowych, gdzie ryby sa narazone na zmiany
temperatury 1 inne czynniki stresogenne, a ponadto istnieje mozliwo$¢ pojawienia si¢, w
okreslonym obiekcie, nowych szczepdéw o innych wiasciwosciach, a moze nawet o wyzszej
zjadliwos$ci. Proby terenowe przeprowadzono w 4 gospodarstwach rybackich. Jednak trudno
jest, w sposdb wymierny, oceni¢ rezultaty tych badan. Pomimo, ze hodowcy zostali
poinformowani o koniecznosci pozostawienia czgsci ryb nie szczepionych (grupa kontrolna),
dotychczas nie uzyskano zadnych informacji umozliwiajacych porownanie wielkosci strat
W grupie ryb szczepionych 1 kontrolnych.
O skuteczno$ci autoszczepionek moze tylko $wiadczy¢ zainteresowanie hodowcow
systematycznym stosowaniem tego rodzaju produktu, co bedzie mozliwe po zakonczeniu
badan laboratoryjnych, ktore przewiduje si¢ na koniec 2010 roku. Warto tez zaznaczy¢, ze 1
litr szczepionek komercyjnych, przeznaczonych do aplikacji w kapieli wystarcza na
zaszczepienie 100 kg ryb. W Zakladzie Chorob Ryb udalo si¢ opracowa¢ metodg
przygotowania zawiesiny, w ktorej stgzenie antygenu w 1 litrze preparatu pozwala na
zaszczepienie 500 kg ryb, przy zastosowaniu optymalnej dawki antygenu. Ma to istotne
znaczenie z punktu widzenia mozliwosci znacznego obnizenia kosztow szczepienia ryb.

Obecnie, hodowcy pstraga zrodlanego zainteresowani s3 autoszczepionkami
przeciwko wrzodzienicy zwracajac si¢ z prosba do Zaktadu Chorob Ryb PIWet-PIB o pomoc
w tym zakresie. Jest to nowe wyzwanie dla naszego laboratorium, jednak podjgcie badan w
tym zakresie wymaga sporych naktadow finansowych. Ze wzgledu na specyficzne warunki
wymagane do hodowli A.salmonicida ssp. salmonicida, wywotujacych wrzodzienice
(temperatura nie powinna przekracza¢ 25°C), konieczny jest odpowiedni, kosztowny sprzegt
z mozliwoscia chlodzenia 1 intensywnego mieszania zawiesiny, podczas namnazania bakterii.
Ponadto, badania nad opracowaniem podstaw do produkcji tych autoszczepionek wymagaja
znacznego nakladu pracy, ze wzgledu na konieczno$¢ przygotowania odpowiedniego
produktu do stosowania w immersji jak tez droga wstrzykiwan dootrzewnowych. Liczne
badania wykazaly bowiem, iz szczepionki przeciwko wrzodzienicy, podane rybom tylko
droga immersji, wykazuja niewielka 1 krotkotrwala skutecznos$¢. Najlepsze efekty uzyskuje
si¢ po podaniu droga wstrzykiwan, rybom starszym (powyzej 20g).

Nalezy podkresli¢, ze dla osiagnig¢cia dobrych rezultatow stosowania autoszczepionek,



konieczna jest $cista wspoipraca hodowcy z laboratorium przygotowujacym te produkty. W
okresie wstepnych badan konieczne jest, przede wszystkim, pozostawienie czgsci ryb z dane;j
populacji jako grupg kontrolna (nie szczepiona). Pozwoli to okreslic wzgledny procent
przezywalnosci ryb (RPS), po zastosowaniu autoszczepionek w terenie. Ponadto, hodowca
powinien obserwowac czas trwania odpornosci poszczepiennej, a w przypadku pojawienia si¢
pierwszych oznak choroby u ryb szczepionych, skontaktowac si¢ z laboratorium i dostarczy¢
chore ryby do badania, celem izolacji patogenu oraz ustalenia jego homologii w stosunku do
szczepu szczepionkowego. W przypadku stwierdzenia r6znic pomigdzy szczepami, wskazane
byloby uzycie nowego szczepu (lub tez kilku szczepoéw) do przygotowania nastgpne]
autoszczepionki. Ponadto, ze wzgledu na specyfike bakterii 4.salmonicida, wywotujacych
wrzodzienicg, istnieje konieczno$¢ pozyskiwania ,.$wiezych” izolatow do przygotowania
autoszczepionek. Bakterie te, zardwno podczas pasazowania na pozywkach sztucznych, jak
roOwniez przechowywane przez dluzszy okres w stanie zamrozenia lub liofilizatu, stopniowo
traca zewngtrzna otoczke biatkowa (A-layer), ktora ma zasadnicze znaczenie w
chorobotworczosci tych mikroorganizméw oraz jako podstawowy antygen immunogenny
(Lund 1 wsp., 2009). Formy bezotoczkowe (gladkie) traca zjadliwo$s¢ 1 wilasciwosci
immunogenne.

W podsumowaniu, nalezy podkresli¢, ze stosowanie autoszczepionek, podobnie jak
szczepionek komercyjnych, nie uwolni gospodarstw rybackich od ponownego pojawiania si¢
chorob bakteryjnych, jednak moze w znacznym stopniu ograniczy¢ straty oraz
zminimalizowa¢ stosowanie antybiotykow, ktore nie tylko zanieczyszczaja Srodowisko,
powoduja narastanie opornosci bakterii na leki, ale takze obnizaja naturalna odpornos¢ ryb na
zakazenia bakteryjne 1 wirusowe. Jak wynika z informacji ustnych pozyskanych od
hodowcow, jersinioza pojawiajaca si¢ po pewnym czasie u ryb szczepionych ma tagodny
przebieg 1 ustgpuje po zastosowaniu niewielkich dawek antybiotyku. Przy $cistej wspotpracy
hodowcow ze stuzba weterynaryjna oraz laboratorium przygotowujacym autoszczepionki
mozliwe jest opracowanie odpowiednich programoéw szczepien np. powtdrne szczepienie w
najbardziej korzystnym okresie, kiedy stabnie odpornos$¢ organizmu ryby po pierwszym
szczepieniu 1 istnieje ryzyko pojawienia si¢ choroby.
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