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Summary

Due to the wide range of distribution, tendency to stationary persistence and high susceptibility of salmonid
fish, vaccination against yersiniosis is an important part of prophylactic programs in many trout farms. The
use of autovaccines prepared on the basis of isolates from a given fish farm is considered to be more effective
than the use of commercial preparations. The aim of the study was to analyze cases of the disease in 2015 and
to try to explain the failure of implemented prophylactic program based on autovaccination. Y. ruckeri strains
isolated from one fish farm, from disease outbreaks in 2006, 2008 and 2015, as well as strains used for vaccine
production were analyzed. Biotype evaluation, biochemical properties using API 20E assays, serotyping, and
molecular identification were performed. All analyzed strains belonged to biotype 2. Two different profiles
were obtained in API 20E tests. The first was obtained for vaccine strains and from disease cases in 2006 and
2008. The second was obtained for the strain isolated from the disease case in 2015. None of the profiles have
been interpreted as Y. ruckeri in the APIweb. The identification of bacteria was confirmed by PCR. Disease
strains and two vaccine strains belonged to the O1 serotype. Two of the vaccine strains have been qualified
as OS serotype. The obtained results indicate that the disease outbreak in 2015 was due to the emergence
of a strain with increased pathogenicity and the use of an autovaccine based on strains belonging to the O5
serotype, considered to be less pathogenic. Immunization with the use of the OS5 serotype does not provide
complete protection against infection with other serotypes, so that fish remained susceptible to O1 serotype,
which caused the disease in 2015. The results suggest the need for extending the diagnostics of strains used for

the production of autovaccines.
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Yersinia ruckeri (Y. ruckeri) jest Gram-ujemna,
oksydazo-ujemng pateczka, bedaca czynnikiem etio-
logicznym jersiniozy, zwanej tez ,,choroby czerwonej
geby” (ERM, enteric redmouth disease). Po raz pierw-
szy zostata zidentyfikowana w stanie Idaho w USA,
w 1958 r. (18). Od tamtego czasu bakteria ta stala
si¢ powaznym problemem w hodowlach ryb tososio-
watych na catym $wiecie, istnieje jednak hipoteza,
ze wystgpowata juz wczesniej na terenie USA (4).
Zostala stwierdzona zar6wno w Ameryce Poinocnej,
jak i Potudniowej, w Europie, Australii, Poludniowe;j
Afryce, na Srodkowym Wschodzie oraz w Chinach
(12). Pierwsze doniesienia dotyczace wystepowania
Y. ruckeri w Europie datowane sg na lata 80. XX w.
(4). W Polsce choroba po raz pierwszy zostata opisana

przez Grawinskiego w 1990 r. (10), jednak pierwsze
badania nad rozprzestrzenieniem Y. ruckeri, zuwzgled-
nieniem serotypow, zostaty opublikowane stosunkowo
niedawno, bo w 2010 r. (17).

Za gatunek najbardziej wrazliwy na zakazenie
uwazany jest pstrag teczowy (Oncorhynchus mykiss),
jednak bakteria byta izolowana z przypadkow choro-
bowych rowniez u innych gatunkéw ryb (12).

Najbardziej podatne na zachorowanie sg mtode ryby,
wielkosci 7,5-12 cm. U osobnikow starszych zakazenie
ma charakter przewlekly 1 moze przez dtuzszy czas
utrzymywac si¢ w postaci bezobjawowego nosiciel-
stwa. Choroba rozpoczyna si¢ od pojedynczych $nie¢,
ktore z biegiem czasu daja wysoki odsetek smiertel-
nosci w odniesieniu do calej populacji ryb. W przy-
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padku pstraga tgczowego $miertelnos¢ moze siggaé
70% obsady. Wsrdd objawow choroby wymienia si¢
zmiang zachowania ryb, ktdre stajg si¢ apatyczne, tra-
cg apetyt 1 ptywaja przy powierzchni tafli wody. Inne
objawy to: wytrzeszcz gatek ocznych, pociemnienie
skory, wybroczyny wewnatrz jamy ustnej, jak rowniez
wokot otworu gebowego. Sekcyjnie stwierdzane sa:
powiekszenie $ledziony, zapalenie koncowego odcinka
jelit, ktore moga by¢ wypetnione zoéttawym ptynem,
wybroczyny wystepujace na powierzchni watroby,
trzustki, wyrostkéw pylorycznych, pgcherza ptawnego
oraz w mi¢sniach. W przypadku wybuchu choroby
leczenie antybiotykami jest z reguty skuteczne, jednak
trudno doprowadzi¢ do calkowitej eradykacji tego
patogenu z danego obiektu hodowlanego. Y. ruckeri
moze utrzymywac si¢ w osadach dennych nawet przez
kilka miesigcy. Wykazuje rowniez zdolnos¢ do two-
rzenia biofilmu na Scianach zbiornikéw hodowlanych.
Zakazone ryby, po przechorowaniu, mogg wyksztatci¢
stan nosicielstwa, quqc zrédtem zakazenia dla ko-
lejnych ryb. Szacuje si¢, ze nawet 25% ryb w gospo-
darstwie moze by¢ nosicielami, a siewstwo moze si¢
utrzymywac nawet przez dwa miesigce po zakazeniu,
dlatego jersinioza ma tendencj¢ do endemicznego
utrzymywania si¢ w niektoérych gospodarstwach ry-
backich (11, 12, 14, 21).

Poczatkowo sadzono, ze szczepy Y. ruckeri stanowia
stosunkowo homologiczng fenotypowo grupe, jed-
nakze z czasem poglad ten ulegl zmianie. W oparciu
0 zdolnos¢ ruchu oraz aktywnos¢ lipazy szczepy moga
by¢ podzielone na dwa biotypy: biotyp 1, ktory jest li-
pazo-dodatni i wykazuje zdolnos$¢ ruchu oraz biotyp 2,
lipazo-ujemny, niewykazujacy ruchu (5, 12). Pierwsze
doniesienia o szczepach nalezacych do biotypu 2 po-
jawity si¢ juz w 1980 r., jednak zyskaty na znaczeniu
dopiero na poczatku XXI w., kiedy odkryto, ze sg one
w stanie przetamac¢ odporno$¢ poszczepienng. Uwaza
sie, ze szeroko prowadzone szczepienia przyczynity
si¢ do zmniejszenia zasiegu wystgpowania biotypu 1.
Doprowadzito to do powstania niszy, ktora zostata za-
jeta przez biotyp 2. Aktualnie ten biotyp jest najszerzej
rozpowszechniony w Europie (4).

Diagnostyka jersiniozy opiera si¢ gtdéwnie na bada-
niach hodowlanych i p6zniejszej identyfikacji bakterii
w oparciu o wtasciwosci biochemiczne. Coraz czgsciej
wykorzystywane sg tez metody serologiczne oraz
molekularne, jednak nie stanowig one elementu ruty-
nowej diagnostyki. Straty zwigzane z wystapieniem
choroby moga by¢ ograniczone dzigki stosowaniu
szybkiej diagnostyki, ktoéra pozwolitaby nie tylko na
dobor odpowiedniego leczenia, ale tez skuteczniejsze
dziatania prewencyjne w przysztosci (19).

W zwiazku z tendencja do stacjonarnego utrzy-
mywania jersiniozy oraz wysoka wrazliwoscia na
zakazenie, szczepienia przeciwko Y. ruckeri sa statym
elementem programéw profilaktycznych w wielu
gospodarstwach pstragowych. W jednym z obiektow
rybackich, z uwagi na wyst¢powanie zachorowan ryb
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w latach 2006 1 2008, w kolejnych latach stosowano
autoszczepionke, ktoéra pozwolita na ograniczenie
strat zwigzanych z zachorowaniami ryb na jersinioze.
W 2015 r. przeprowadzono badania monitoringowe
ryb oraz probek wody 1 osadéw dennych, ktore nie
wykazaty obecnos$ci Y. ruckeri w tym gospodarstwie.
Potwierdzily one jednak jej obecnos¢ w gospodarstwie
sasiednim. Po uptywie tygodnia ryby w gospodarstwie,
w ktorym we wczesniejszym badaniu nie stwierdzono
obecnosci bakterii, zaczgty sna¢ z objawami typowymi
dla ERM. Badania laboratoryjne potwierdzily obec-
nos¢ Y. ruckeri. Przeprowadzone badania miaty na celu
okreslenie prawdopodobnej przyczyny przetamania
odpornosci poszczeplennej 1 wystgpienia jersiniozy.
Analizie poddano zarowno szczepy wyizolowane
z przypadkow chorobowych w latach 2006, 2008,
2015, jak 1 szczepy stosowane w produkcji autoszcze-
pionki.

Material i metody

Szczepy Y. ruckeri pozyskiwano zarowno od ryb wyka-
zujacych objawy ERM, jak i w trakcie badan monitoringo-
wych klinicznie zdrowych ryb. Material do badan stanowity
narzagdy wewnetrzne, gldwnie nerka, skrzela oraz wymaz
z jelita. Do badan pobierano rowniez probki wody oraz osa-
dow dennych.

Decyzja o wielko$ci proby, czyli liczby ryb potrzebnych
do przeprowadzenia wiarygodnych badan, byta zalezna od
aktualnej sytuacji zdrowotnej. Kazdorazowo przed przysta-
pieniem do pobierania prob przeprowadzany byt wywiad
z hodowca oraz wizytacja gospodarstwa wraz z obserwacja
zachowania si¢ ryb, na ktére skladato si¢: pobieranie pa-
szy, sposob ptywania oraz ewentualne wystepowanie $nigé.
W przypadku wystgpowania objawoéw chorobowych probe
do badan stanowito 10 ryb. W przypadku braku objawow kli-
nicznych jersiniozy i/lub $nig¢, losowo pobierano 30 ryb (14).

W celu okreslenia zasiggu wystepowania bakterii w $ro-
dowisku, probki wody i osadow byly pobierane w miejscu
doplywu wody do gospodarstwa, ze zbiornikdéw, w ktorych
utrzymywano ryby oraz w miejscu odptywu wody z gospo-
darstwa. Kazdorazowo na terenie gospodarstwa pobierano
z trzech wyzej wymienionych miejsc probke wody z osadami
0 pojemnosci 100 ml.

Pobrane jalowo probki narzadow wewnetrznych podda-
wano homogenizacji. Homogenaty standardowo posiewano
na agar odzywczy z dodatkiem 5% krwi (CBA — Columbia
Blood Agar, Oxoid). Probke osadow dennych oraz 10-krotne
rozcienczenia probki wody w ilosci 1 ml na ptytke takze po-
siewano na podtoze CBA. Po 24 h inkubacji w 25°C + 2°C
charakterystyczne kolonie przesiewano na agar odzywczy
TSA (Tryptic Soya Agar, Merck). Za kolonie charaktery-
styczne dla Y. ruckeri uznawano okragte, wyniesione, btysz-
czace, biatawe kolonie nie zmieniajace barwy podtoza. Po
24 h inkubacji w 25°C £ 2°C wykonywano test na oksydaze
oraz barwienie wybranych szczepéw metoda Grama. [zolaty
Gram-ujemne i oksydazo-ujemne posiewano na podtoze TSA
oraz inkubowano przez 24 h w 25°C + 2°C. Wyosobnione
kultury bakterii przechowywano w podtozu TSB (Tryptic
Soya Broth, Merck) z glicerolem w —40°C (14).
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Wstepna charakterystyka izolatow. Do badan wybrano
cztery izolaty, na bazie ktorych opracowano autoszczepionke,
oraz trzy izolaty wyizolowane z przypadkoéw klinicznych —
z1at 2006, 2008 oraz 2015. Kazdy izolat Y. ruckeri barwiono
metodg Grama, po czym okreslano jego morfologie. W tym
celu 24 h hodowle bakterii zawieszano w kropli wody de-
stylowanej i przygotowywano rozmazy na szkietku podsta-
wowym. Po utrwaleniu nad ptomieniem preparat barwiono
metoda Grama, stosujac zestaw Gram color (Merck), zgodnie
z instrukcjg producenta. Ksztalt bakterii okre§lano poprzez
obserwacj¢ w mikroskopie $wietlnym przy powigkszeniu
1000 %, pod imersjg (14). Zdolnos¢ ruchu badano z zasto-
sowaniem API M medium (BioMerieux). Test wykonywano
zgodnie z zaleceniami producenta.

Wiasciwosci biochemiczne poszczegdlnych izolatow
Y. ruckeri badano przy uzyciu systemu APl 20E (BioMe-
rieux), zgodnie z procedurg podang przez producenta. Wy-
niki oznaczenia — obecno$¢ lub brak reakcji, odczytywano
na podstawie klucza zawartego w procedurze wykonywania
testu, natomiast otrzymane rezultaty analizowano z zastoso-
waniem programu Apiweb (BioMerieux) celem identyfikacji
badanej bakterii.

Izolacja DNA i identyfikacja z wykorzystaniem me-
tody PCR. Szczep referencyjny oraz badane izolaty Y. ruc-
keri posiewano na ptynne podtoze TSB. Inkubacj¢ hodowli
prowadzono w cieplarce z wytrzasaniem (Stuart, orbital
incubator) przy predkosci 75 obr./min., przez 24 h w 25°C
+ 2°C. Gestos¢ optyczng (OD) hodowli bakteryjnej mierzo-
no w aparacie BioPhotometer (Eppendorf, Germany) przy
dhugosci fali 540 nm. Do dalszych badan wykorzystywano
hodowle o gestosci 1 x 10° komorek/ml.

Genomowe DNA bakterii izolowano z zastosowaniem ko-
mercyjnego zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology),
zgodnie z procedurg podang przez producenta. Stezenie oraz
czystos¢ wyizolowanego DNA okre§lano metodg spektro-
fotometryczng (BioPhotometer, Eppendorf, Germany) przy
dhugosci fali 260 nm oraz 280 nm. Do badania metoda PCR
przeznaczano DNA o wspotczynniku A260/A280 mieszcza-
cym si¢ w granicach 1,8 do 2,0 (14).

Do PCR wykorzystano trzy rdzne pary star-
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Tab. 1. Startery uzyte do identyfikacji Y. ruckeri

Nazwa . .
ST Sekwencja startera Pismiennictwo
Yer 8 (F): 5’ GCG AGG AGG AAG GGT TAAGTG 3’ )
Yer 10 (R): 5 GAA GGC ACC AAG GCATCT CTG 3’
Yrp 1 (F):5'GCCAAGATCTCATTACAATCTTGGGCA3’ )
Yrp 2 (R): 5" CGTTAGATCTCGCACCATGTAATTCAT 3’
YhiA1 (F): 5’ ATATCCGGGCCGAAGGC 3’ 9)
YhIA2 (R): 5 ATTGTCGATCAATAAGC 3’

(Abo). Do pierwszej studzienki nanoszono 12 pl GeneRu-
lerTM 100bp DNA Ladder (Abo), do pozostatych po 12 ul
mieszaniny reakcyjnej PCR. Elektroforeze przeprowadzono
w aparacie firmy BioRad, w buforze 1 x TAE przez 30 min
przy napigciu 65 V/ecm dhugosci zelu. Wyniki rozdziatu elek-
troforetycznego odczytywano w $wietle UV, w aparacie do
wizualizacji 1 archiwizacji obrazu GelDoc (BioRad) z opro-
gramowaniem komputerowym QuantityOne (BioRad).

Okreslenie serotypu. Przynalezno$¢ izolatow do sero-
typu okreslono przy uzyciu metody aglutynacji ptytkowe;.
Antygeny przygotowane zostaly wedtug metody opisanej
przez Davies (6). Poliklonalne surowice krolicze przeciwko
poszczegoblnym serotypom Y. ruckeri otrzymano z Panstwo-
wego Instytutu Weterynaryjnego — PIB w Putawach, gdzie
przygotowano je zgodnie z metodyka opisana w podrgczniku
OIE (Manual OIE, 2003) oraz przez Davies (6). Test agluty-
nacji zostal wykonany na ptytce 96-dotkowej. Do kazdego
dotka nanoszono po 100 pl PBS z formaling (0,4%), 100 pl
odpowiedniej surowicy oraz 100 pl zawiesiny bakteryjnej
badanego szczepu. W co drugim rzedzie nanoszono surowice
kontrolna. Tak przygotowane ptytki inkubowano przez 24 h
w 37-38°C. Obecnos¢ osadu bakterii na dnie dotka oznaczata
wynik ujemny (14).

Wyniki i oméwienie
Wyniki badan obejmujace charakterystyke wyizolo-
wanych szczepow Y. ruckeri przedstawiono w tab. 2.

Tab. 2. Charakterystyka szczepow Y. ruckeri

terow w celu identyfikacji oraz okre$lenia obec- Szczep Biotyp Serotyp API 20E PCR Uwagi
nosci wybranych genéw odpowiedzialnych za Yer+
patogennos¢. W celu potwierdzenia identyfikacji I;V\Irlzjlgc;r:ri E17 bt 2 05 5306100 Yrpl + | szczepionkowy
uzyto starterow Yer8 oraz Yer10 opisanych przez ' YhiA +
Altinok i wsp. (1), ktore umozliwiaja powielenie RW0914 Yer +
fragmentu DNA regionu konserwatywnego matej | y. pckeri E18 bt2 01 5306100 | Yrp+ | szczepionkowy
podjednostki rybosomalnego RNA (16SrRNA). Ll
W celu dokladniejszej analizy szczepOw prze- | pwooia Yer + )
prowadzono réwniez amplifikacje fragmentow | Y. ruckeri E19 bt 2 05 5306100 zm + | szczepionkowy
genoéw yrpl oraz yhlA, ktore sg zwiazane z wiru- *
lencja. Syntezg starterow zlecono ﬁrmie GenoMed RW0914 b2 01 5306100 ¥f|:1++ szozop lonkowy
S.A. Sekwencje nukleotydowe uzytych starterow | Y- ruckeri E20 YhiA +
zostaty przedstawione w tab. 1. Yer+

Probki zostaty przygotowane z pomocg ze- | RW1206 bt 2 01 5306100 | Yrp1+ | Pr2ypadek chorobowy
stawu HotStarTaq Plus Master Mix Kit (1000) V. ruckeri D YhiA+ | 2006
(Qiagen), zgodnie z zaleceniami producenta. Am- Yer +
plifikacja zostata przeprowadzona w aparacie Ma- ?,wrggzgﬂ F bt 2 o1 5306100 | Yrpl+ g;zggadek AR
stercycler® epgradient S (Eppendorf, Germany). ’ YhIA +

Uzyskane amplikony poddgwano rozdziatowi RW270515 Yer + przypadek chorobowy
elektroforetycznemu w 2% zelu agarozowym |y ruekeri 31 bt2 01 4104100 | Ympl+ | 5000
z dodatkiem Midori Green Advance DNA Stain YhiA +
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Wszystkie zgromadzone izolaty bakteryjne barwity
si¢ Gram-ujemnie, byty oksydazo-ujemne oraz nie
wykazywaty zdolnosci ruchu, dlatego zostaty zakwa-
lifikowane do biotypu 2. W wynikach testu API 20 E
uzyskano dwa r6zne kody numeryczne. Szczepy
szczepionkowe oraz wyizolowane z przypadkow cho-
robowych w latach 2006 1 2008 charakteryzowaty si¢
kodem 5306100. Szczepy uzyskane z przypadku cho-
robowego w 2015 r. uzyskaty kod 4104100. Odmienne
reakcje zanotowano w przypadku testow ONPG, CIT
oraz GEL. Szczepy z 2015 r. byty w tych testach ne-
gatywne, natomiast pozostate daty wynik pozytywny.
Kod numeryczny 4104100 zostal zakwalifikowany
w systemie Apiweb jako Hafnia alvei (H. alvei) z moz-
liwoscig Y. ruckeri, z kolei kod 5306100 dat wynik
watpliwy bez wskazania na Y. ruckeri.

Przynalezno$¢ badanych szczepow do Y. ruckeri
zostata potwierdzona metodg PCR. Wszystkie szczepy
daly dodatni wynik w odniesieniu do trzech badanych
fragmentdw genow: yer, yrpl oraz yhlA. Nie uzyskano
szczepow Y. ruckeri z probek wody 1 osadow dennych.

Badanie serologiczne wykazato przynaleznos$¢
dwoch szczepow szczepionkowych oraz trzech szcze-
pow z przypadkdéw chorobowych do serotypu O1. Dwa
ze szczepow szczepionkowych zostaly zakwalifikowa-
ne do serotypu OS5.

Z uwagi na znaczne straty ekonomiczne zwigzane
z wystapieniem choroby, wielu hodowcow decy-
duje si¢ na szczepienia ryb przeciwko jersiniozie.
Jedna z dostgpnych na polskim rynku szczepionek
jest YERSI-FISHVAX (FATRO, Polska, Sp. z 0.0).
Producent nie podaje jednak doktadnej charakterystyki
szczepu, na bazie ktdrego szczepionka zostata przy-
gotowana, co jest o tyle istotne, ze szczepy terenowe
nalezace do biotypu 2 mogg przetamywac odpornosc
poszczepienna, jesli szczepionka byta oparta jedynie
na szczepie nalezagcym do biotypu 1. Z tego wzgledu
lepszym rozwigzaniem wydaje si¢ stosowanie auto-
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szczepionek, opartych na bazie szczepu wyizolowane-
go z danego gospodarstwa. W przypadku stosowania
autoszczepionek wskazana jest jednak kontrola sytu-
acji epizootycznej w danym obiekcie oraz, w przy-
padku stwierdzenia obecnos$ci Y. ruckeri, doktadna
analiza szczepu pod katem biochemicznym, enzyma-
tycznym i/lub antygenowym. Szczegoélnie istotne jest
to w przypadku zaobserwowania spadku skutecznos$ci
autoszczepionki. Powodzenie stosowanych szczepien
jest uzaleznione nie tylko od sktadu szczepionki, ale
tez drogi jej podania, wieku szczepionych ryb oraz
warunkow temperaturowych, w jakich zabieg ten jest
przeprowadzany. Najczesciej stosowang metoda jest
szczepienie w kapieli wodnej. Minimalna masa jed-
nostkowa ryb powinna wynosic¢ okoto 4 g. Zalecany
zakres temperaturowy powinien si¢ mie§ci¢ w grani-
cach od 10°C do 18°C (16).

Przedstawione wyniki badan dotycza gospodar-
stwa, w ktorym Y. ruckeri wykazuje tendencje do
stacjonarnego utrzymywania si¢, w zwigzku z czym
jest statym elementem programu profilaktycznego,
aryby sg szczepione autoszczepionkg opracowywang
na bazie szczepéw pochodzacych z tego gospodar-
stwa. W badaniu kontrolnym ryb przeprowadzonym
w kwietniu 2015 r. nie stwierdzono wystgpowania
Y. ruckeri. Badanie sgsiedniego obiektu rybackiego
przeprowadzone na poczatku maja 2015 r. wykazato
obecno$¢ bakterii w probkach pobranych od ryb, ktore
nie wykazywaly objawow klinicznych jersiniozy. Po
uplywie tygodnia w badanym gospodarstwie rybackim
stwierdzono pojedyncze $ni¢cia ryb. Upadkom towa-
rzyszyly objawy kliniczne typowe dla ERM (ryc. 1
12). Badania bakteriologiczne potwierdzity obecnos¢
Y. ruckeri w narzadach ryb z grupy, w ktorej wystapity
smf;cm W zwigzku z wystgpieniem przetamania od-
pornosci poszczepiennej ryb przeprowadzono analize
szczepodw pochodzacych z tego gospodarstwa — zarow-
no szczepionkowych, jak rowniez tych pochodzacych
z przypadkow chorobowych.

W badaniu probek wody oraz osadow dennych nie
stwierdzono obecnosci Y. ruckeri. Podobne wyniki

Ryc. 1. Jersinioza u pstraga teczowego. Wy- Ryec. 2. Jersinioza u pstraga teczowego. Wybroczyny w mie$niach i narzadach

broczyny widoczne wokol otworu gebowego

wewnetrznych
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uzyskano w badaniach prowadzonych na terenie Turcji.
Pomimo obecnosci bakterii w probkach uzyskanych od
ryb, z prébek wody nie udato si¢ wyizolowac Y. ruckeri
(19). Prawdopodobnag przyczyna jest trudno$¢ z odna-
lezieniem kolonii charakterystycznych dla Y. ruckeri
wsrdd licznych kolonii innych bakterii znajdujacych
si¢ w probkach wody i osadow dennych.

Stwierdzono, ze szczepy nalezace do biotypu 2
sa zdolne do przetamania odpornosci poszczepien-
nej, jesli szczepionka byta oparta na biotypie 1 (3,
20). Uzyskane wyniki pokazaly, ze w opisywanym
przypadku zar6wno szczepy szczepionkowe, jak i te
z przypadkow chorobowych, nie wykazujg ruchu,
dlatego naleza do biotypu 2. Wykluczono w zwigzku
z tym wystgpienie odmiennego biotypu jako przyczyne
przetamania odpornos$ci poszczepienne;.

Do czynnikow wirulencji Y. ruckeri zalicza si¢
m.in. zelazozalezng Serratia-podobng hemolizyng
YhlA, ktéra ma wtasciwos$ci hemo- i cytolityczne (8).
Kolejnym czynnikiem wirulencji jest metaloproteaza,
ktéra pozwala na rozprzestrzenianie si¢ bakterii w or-
ganizmie poprzez rozkiad fibronektyny, aktyny oraz
miozyny (12). Gen odpowiedzialny za produkcje tej
proteazy yrpl zostat sklonowany i poddany analizie,
ktora pozwolita okresli¢, ze kodowana przez niego
proteina nalezy do rodziny serralizyn, a jej wydzie-
lanie zachodzi poprzez sekrecje typu I. W zaleznosci
od zdolnosci do produkcji tej metaloproteazy szczepy
mogg zosta¢ podzielone na Azo+ oraz Azo—. Szczepy
Azo+ sg uznawane za wirulentne (8). Badania moleku-
larne potwierdzity przynaleznos$¢ gatunkowa uzyska-
nych izolatéw, ktéra w oparciu o testy biochemiczne
byla watpliwa.

Uzyskane wyniki testow API 20E zakwalifikowaly
szczep RW270515 Y. ruckeri31 22015 1. jako H. alvei.
Podobne przypadki sg odnotowane w dostepne;j lite-
raturze (15). Z uwagi na zawodno$¢ testow API 20E
zalecane jest wykonanie testow komplementarnych,
takich jak wytwarzanie kwasu z ksylozy oraz gazu
z glukozy. H. alvei, w przeciwienstwie do Y. ruckeri
charakteryzuje si¢ wynikami dodatnimi w wyzej wy-
mienionych testach (15).

Szczep RW270515 Y. ruckeri 31 z 2015 r. r6znit
si¢ od pozostalych analizowanych szczepéw wyni-
kami ujemnymi w odniesieniu do B-galaktozydazy,
wykorzystania cytrynianu oraz hydrolizy zelatyny.
Odro6znia go to nie tylko od pozostatych analizowanych
szczepow, ale takze od wiekszosci polskich izolatow
opisywanych przez Pekale i Antychowicza (15), we-
dhug ktérych wyniki dodatnie w opisywanych testach
wykazuje, odpowiednio, 95,5% (ONPG), 66,6% (CIT)
oraz 67,5% (GEL) izolatow.

Pozostate uzyskane w badaniach wtasnych szczepy
uzyskaty kod 5306100, oznaczajacy wynik ,,watpliwy”
z najblizszym istotnym taksonem Vibrio mimicus.
Podobne wyniki zostaly uzyskane przez Altun i wsp.
(2). Przeanalizowane przez nich szczepy w testach API
20E prezentowaty kod 5304100, z uwagi na ujemng
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reakcje GEL. Przeprowadzone przez nich rownolegle
badania metodami klasycznymi potwierdzity jednak
zdolno$¢ analizowanych szczepow do hydrolizy
zelatyny. Calvez i wsp. (5) w swoich badaniach prze-
analizowali 128 1zolatow Y. ruckeri, otrzymujac 10
roznych kodéw numerycznych, w tym opisany po-
wyzej 5306100. Zawodnos¢ testow API 20E sugeruje
konieczno$¢ potwierdzenia uzyskanej identyfikacji
metoda serologiczng lub molekulamq

Serotyplzaqa Jest Waznym elementem pozwala-
jacym na zrdéznicowanie szczepOw danej bakterii.
W 1984 r., w oparciu o antygen komdrkowy wyr6z-
niono 6 serotyp(’)w (serowaroéw) Y. ruckeri: 1, 11, 111,
IV, V oraz VI. Kolejne badania podwazyly jednak
przynalezno$¢ serotypu IV do Y. ruckeri. Obecnie
najczesciej stosowany jest podziat zaproponowany
przez Davisa (6). W oparciu o antygen otoczkowy
O wyrdzniono 5 serotypow — O1, 02, OS5, 06, O7,
przy czym za najbardziej patogenny uznawany jest
serotyp O1. Serotyp ten jest rOwniez najbardziej
rozpowszechniony w Europie (5, 12, 13). Badania
przeprowadzone w Polsce potwierdzily, ze réwniez
na terenie naszego kraju serotyp ten Jest izolowany
najczesciej, aczkolwiek potwierdzono réwniez wy-
stepowanie serotypoéw OS5 oraz O7. Warto zaznaczy¢,
ze serotyp OS5 pochodzit od szczupaka (Esox lucius),
natomiast O7 od karpia (Cyprinus carpio) oraz pstraga
teczowego, ktory nie wykazywat zadnych objawow
chorobowych. Z przypadkoéw klinicznych choroby
izolowano serotyp O1 (17). Przeprowadzone wiasne
badania serologiczne wykazaly przynalezno$¢ pigciu
z analizowanych szczepdw do serotypu O1. Potwierdza
to dane literaturowe, opisujace ten serotyp jako naj-
szerzej rozpowszechniony w Europie 1 Polsce (5, 12,
17). Dwa z analizowanych szczepdw szczepionkowych
zostaly zakwalifikowane do serotypu OS5 uznawane-
g0 za mniej patogenny. Szczepy te zostaly uzyte do
produkcji autoszczepionki zastosowanej w szcze-
pieniu ryb w przypadku zachorowania w 2015 r.
Uzyskane wyniki wykazaly odmienng przynalezno$¢
serologiczng szczepoéw szczepionkowych oraz tego
wyizolowanego z przypadku chorobowego w 2015 .
Pozwala to wnioskowac, ze jest to jedna z przyczyn
braku skutecznos$ci zastosowanego szczepienia oraz
przetamania odpornosci.

System Apiweb okreslit profil szczepu RW270515
Y. ruckeri 31 wyizolowanego w 2015 r. jako ,,niskie
roznicowanie, potwierdzi¢ testami serologicznymi,
organizm wysoce patogenny”. Zaréwno badania
molekularne, jak i serologiczne potwierdzily jego
identyfikacje¢ jako Y. ruckeri, natomiast o wysokiej
patogennosci szczepu sw1adczy wiek chorych ryb,
ktore osiggnety mase ciata zblizong do jednego kilo-
grama. Przeniesienie patogennego szczepu nastapito
najprawdopodobniej z sasiedniego gospodarstwa,
w ktorym stwierdzono obecnos¢ Y. ruckeri. Pojawienie
si¢ szczepu o zwigkszonej patogennosci oraz staba
odpornos$¢ poszczepienna uzyskana na bazie szczepu
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0 odmiennym serotypie sg najbardziej prawdopodob-
nymi przyczynami zachorowania ryb w opisywanym
przypadku. Autoszczepionki sg uznawane za najbar-
dziej skuteczng metode ochrony zdrowia ryb, jednak
przy ich przygotowywaniu nie zawsze okreslana
jest pelna charakterystyka uzytego szczepu bakterii.
Uzupehienie identyfikacji o badania serologiczne
1 molekularne pozwoli na opracowanie skuteczniej-
szej strategii profilaktycznej dla danego gospodarstwa
rybackiego. Uzyskane wyniki pozwalaja okresli¢
prawdopodobne przyczyny zawodnos$ci szczepienia
oraz zachorowania ryb w 2015 r.
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