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Inspekcja Weterynaryjna, Wojewédzki Inspektorat Weterynarii w Szczecinie,
Zaktad Higieny Weterynaryjnej — Oddziat w Koszalinie

Analiza epizootyczna wybranych wirusowych choréb ryb
wystepujacych w osrodkach hodowlanych na terenie
Pomorza Srodkowego w latach 2010-2018

Wstep

Pracownia Chordb Ryb Zaktadu Higieny Weterynaryj-
nej w Szczecinie - Oddziat w Koszalinie jako jedna z czte-
rech pracowni terenowych w kraju, prowadzi hodowlg wiru-
séw chorobotworczych dla ryb (VHSY, IHNV, IPNV), z uzy-
ciem hodowli komérkowych oraz dokonuje ich identyfikacji.
W badaniach dominuja pstragi (teczowy, zrédlany, poto-
kowy, palia, sparctic), trocie wedrowne i fososie. Sortyment
jest bardzo zréznicowany: od ikry (badany jest rowniez ptyn
owarialny oraz mlecz ) poprzez wyleg, narybek 0+, 1+, 2+
do selektéw i tarlakdw. Badania prowadzone sg na zlecenie
wiascicieli oérodkéw - w ramach nadzoru wtascicielskiego
oraz na zlecenie Inspekcji Weterynaryjnej — Powiatowego
Lekarza Weterynarii — w ramach nadzoru urzgdowego.
Badania wiascicielskie zlecane sa w celach prewencyjnych
lub interwencyjnych — przy wystapieniu objawéw chorobo-
wych u ryb. Badania urzedowe zlecane sa w ramach zwal-
czania chorob zakaznych ryb —wirusowej posocznicy krwo-
tocznej (VHS- viral haemorrhagic septicaemia) i zakaznej
martwicy uktadu krwiotwérczego (IHN — infectious hemato-
poiectic necrosis). Dos¢ czesto hodowcy zlecajg rowniez
badania w kierunku zakaznej martwicy trzustki (IPN- infec-
tious pancreatic necrosis). Istotng cze$¢ probek stanowig
badania ryb przed zarybieniami wéd otwartych i obrotem
materiatem zarybieniowym.

Celem pracy jest prezentacja wynikéw badan wirusolo-
gicznych ryb fososiowatych z osrodkow hodowlanych na
terenie Pomorza Srodkowego - wykonanych w latach
2010-2018, w ZHW w Szczecinie - Oddziat w Koszalinie
oraz analiza epizootyczna uzyskanych wynikow dotyczaca
ww. jednostek chorobowych ryb.

Materiat i metody

Materiatem do analizy sg wyniki badan wirusologicz-
nych przeprowadzonych w latach 2010-2018. W roku 2013
zbadano 103 probki laboratoryjne (1 prébka laboratoryjna
to prébka zbiorcza sktadajgca sig z 10 sztuk ryb), w nastgp-
nych latach nastgpit wyrazny wzrost badanych préb (do 540
w roku 2015). Od kwietnia 2016 r. w przypadku badan w kie-
runku obecnosci wirusa VHS i IHN pracownia stosuje suro-
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wice anty-IPNV, w celu wyeliminowania ewentuainego
efektu cytopatycznego pochodzgcego od wirusa IPN
(zgodnie z Decyzjg Wykonawczg Komisji (UE) 2015/1554
z dnia 11 wrzesnia 2015 r. ustanawiajacg przepisy
dotyczace stosowania dyrektywy 2006/88/WE w odniesie-
niu do wymogow w zakresie metod nadzoru i metod diagno-
stycznych). W nastepnych latach liczba badan ulegta
zmniejszeniu do 425 w roku 2016 i 353 w roku 2017.
Badane ryby pochodzity z 111 oérodkéw hodowli ryb toso-
siowatych (pstrag teczowy, zrodlany, potokowy, palia,
sparctic - mieszaniec miedzygatunkowy: Salvelinus fonti-
nalis x Salvelinus alphinus, tosos, tro¢ wedrowna), z czego
61 z wojewodztwa zachodniopomorskiego i 50 z wojewodz-
twa pomorskiego. Ryby dostarczane byty w partiach
w minimalnej ilosci 30 sztuk. Tarlaki tososia (Salmo salar)
i troci wedrownej (Salmo trutta m. trutta) badano w okresie
jesiennym w kierunku VHS i IHN. Ryby pochodzity z punk-
tow odiowu tarlakéw tych ryb zlokalizowanych w rzekach
przymorskich - Parseta, Wieprza oraz Stupia. Materiat do
badan stanowity ikra i mlecz tarlakéw, a w wypadku ryb
martwych réwniez narzady wewnetrzne — gtéwnie nerka
dogtowowa oraz $ledziona. _
Metodyka badan wirusologicznych prowadzona byta
zgodnie z akredytowanymi procedurami badawczymi,
obowiazujgcymi w Pracowni Chorob Ryb Oddziatu ZHW
w Koszalinie. Izolacje wiruséw prowadzono réwnolegle na 2
liniach komérkowych BF-2 i EPC, a identyfikacje przepro-
wadzano metodg immunoenzymatyczng - ELISA.
Materiatem do badan wirusologicznych pobieranym
podczas sekcji ryb byly: przede wszystkim dogtowowa
czes¢ nerki oraz $ledziona, dodatkowo mbzg oraz serce.
W przypadku wylegu z woreczkiem z6ttkowym pobierano
cate ryby, po odcigciu woreczka zottkowego, a wylegu
zerujacego do diugosci catkowitej 4 cm — cate ryby bez
czesci ogonowej. Materiat do badan wirusologicznych
pobierano w ilosci minimum 0,5 g do probowek z ptynem
transportowym - z dodatkiem 10% surowicy ptodu ciele-
cego (FBS), o objetosci 4 ml. Tak pobrany materiat podda-
wano nastepnie rozdrobnieniu w homogenizatorach szkla-
nych. Homogenat umieszczano w chtodni na 24-72 h. Po
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tym okresie przed wirowaniem rozcienczano homogenizat
ptynem transportowym, aby otrzymaé rozciefczenie 1:10,
a nastepnie materiat poddawano wirowaniu w wirbwce
z chtodzeniem (+ 4°C) przez 15 min, przy 3500 ob./min. Po
odwirowaniu supernatant filtrowano przez filtr strzykaw-
kowy o $rednicy poréow 0,45 pm i umieszczano w kriotub-
kach w ilosci 1 ml. Uzyskanym materiatem (od roku 2016 —
po wstepnej inkubaciji supernatantu z surowicg anty-IPNV)
zakazano hodowle komorkowe (wczesniej przygotowane
na 24 dotkowych ptytkach do hodowli adherentnych).
W ciggu 14-20 dni inkubacji, w komorach wilgotnych w tem-
peraturze 15°C =1°C, ptytki poddawano obserwacji pod
mikroskopem NIKON Ecllipse TS 100 F, w powigkszeniu
40 x w celu stwierdzenia zmian. Wynik dodatni (obecnos¢
efektu cytopatycznego — CPE) byt wskazaniem do identyfi-
kacji wirusa metoda immunoenzymatyczng — ELISA.

Wyniki

W badaniach wirusologicznych dominujgcy jest wirus
IPN, ale nie jest to wirus wywotujacy chorobe zwalczang
z urzedu. Stwierdzano go w liczbie od 5 prébek dodatnich
w 2010 rdo 62 w roku 2011, co stanowi od 4,85% do 22,94
% wszystkich badanych w tym kierunku prébek. W nastep-
nych latach — 2012 do 2018, liczba wynikéw dodatnich
wynosita od 49 do 57, czyli od 9,07% do 16,93% wszystkich
badanych w tym kierunku prébek. Od roku 2016 w bada-
niach wirusologicznych rozpoczeto stosowanie surowicy
anty-IPNV w hodowlach komérkowych w celu wyelimino-
wania efektu cytopatycznego pochodzacego od wirusa
IPN, stad tez znaczny spadek izolowanych przypadkow
wirusa IPN.

Wirus VHS diagnozowany byt w liczbie od 2 prébek
dodatnich w roku 2017 do 16 w roku 2013, co stanowi od
0,57% do 5,82 % wszystkich badanych w tym kierunku pré-
bek. Wirus IHN nie byt stwierdzany w latach 201512017, do
34 probek dodatnich w roku 2011, co stanowi od 0 % do
8,58 % wszystkich badanych prébek w tym kierunku.
(tab. 1, rys. 1).

W roku 2016 w dwoch probach 2017 réwniez w dwoch
prébach, przy wspotpracy z Zaktadem Chorob Ryb PlWet

22,94

16,93

15,78

12,59

| 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Rys. 1. Procentowy udziat wynikéw dodatnich w badaniach w kierunku obecnosci: VHSVY, IHNV, IPNV w latach

2010-2018.
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TABELA 1
Liczba badan w#&kierunku VHSV |, IHNV, idPNV idiczba wynikow
dodatnich w latach 2010-2018.

f Izol n ;
Lp.| Rok 't‘):;ab: |€de2$k§- d":;’:;:i Uwagi
wany wirus
VHSV 6_
1| 2010 103 IHNV 6
IPNV 5
VHSV 3
2| 2011 270 IHNV 34
IPNV 62
VHSV 12
3| do12 | 254 IHNV 9
IPNV 43
VHSV 16
4 | 2013 361 IHNV 31
IPNV 57
VHSV 12
5| 2014 395 IHNV 5
IPNV Bb,
VHSV 13
6 | 2015 540 IHNV 0
IPNV 49
VHSV 9 W 2016 r. rozpoczeto sto-
| o | a2s [ o | souanessouicrnty-
IPNV 21 morkowych. SDV*
VHSV 2
8 | 2017 353 IHNV 0 SDV**
IPNV 17
VHSV g 2+ przypadki stwierdzone
9| 2018 349 | HNV 2+ i@iepotwierdzone wba-
IPNV 8 daniach urzedowych

SDV* - SDV** (sleeping disease virus). Wyizolowane wirusy, niezidentyfikowane jako
VHSV, IHNV i IPNV przekazywano do Zakfadu Chorob Ryb PlWet — PIB Pufawy do dal-
szef identyfikacfi. W roku 2016 stwierdzono dwa przypadki SDV i w roku 2017 rowniez
dwa przypadki SDV.

—PIB w Putawach potwierdzono wystepowanie wirusa SD
(sleeping disease virus).
Podsumowujgc okres badan, przeprowadzonych
w latach 2010 - 2018, wyizolowano wirusa VHS: u pstraga
teczowego w 76 probkach, tososia w 1 probce i u palii
w 1 probce. Wirusa IHN stwierdzono tylko u pstrgga tgczo-
wego w 93 przypadkach. Natomiast wirusa IPN stwier-
dzono u pstrgga teczowego w 308

- VsV probkach, pstrgga Zrédlanego
= Wy W 9probkach, palii w 4 probkach,

pstraga potokowego i fososia po
1 probce (tab. 2).

057 o losﬁ 5y 2 .
== -o-w8- Dyskusja

S Epizootia to zjawisko wystepo-

wania duzej ilosci zachorowan

zwierzagt na dang jednostke choro-

bowa na wigkszym terytorium.
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TABELA 2
Liczba wynikow dodatnich VHSV, IHNV i IPNV u poszczegodlnych

gatunkow ryb w latach 2010-2018.

b VHSV IHNV PNV
2010| pstrag teczowy - 6 | pstrag teczowy - 6 P ol |
pstrag Zrédlany - 1
2011 | pstrag teczowy -3 |pstrag teczowy - 34 Ltk L =L
pstrag Zrodlany - 6
2012 | pstrag teczowy - 14 | pstrag tgczowy - 9 |pstrag teczowy - 43
pstrag tgczowy - 54
2013 | pstrag teczowy - 16 |pstrag teczowy - 31 |pstrag zrodlany - 2
palia - 1
pstrag teczowy - 51
pstrag zrodlany -2
2014 | pstrag teczowy - 12 | pstrag teczowy - 5 :
palia - 1
pstrag potokowy - 1
pstrag teczowy — 11 pstrag teczowy - 44
fosos - 1 pstrag zrodlany - 1
2015 palia -1 0 tosos - 1
pstrag potokowy - 1
palia - 2
2016| pstrag teczowy -9 | pstrag teczowy - 8 |pstrag teczowy - 21
2017 | pstrag teczowy - 2 0 pstrag teczowy - 17
2018 | pstrag teczowy - 3 | pstrag teczowy - 2* | pstrag tgczowy - 8

W przypadku opisywanych i analizowanych choréb wiruso-
wych ryb mamy do czynienia z terenem Pomorza, zawartym
miedzy Odrg na zachodzie, Wista na wschodzie i Notecig na
potudniu. Koniecznym warunkiem powstania i rozwoju cho-
roby zakaznej i zarazliwej oraz rozwoju epizootii, jest istnie-
nie i wspbtdziatanie wielu czynnikéw. Jako najwazniejsze
z nich nalezy uznaé: zrodto zarazka, drogi jego transmisji
i wrazliwo$¢ organizmu. Brak jednego z tych czynnikow
uniemozliwia powstanie choroby zakaznej i zarazliwej oraz
epizootii. W przypadku analizowanych jednostek chorobo-
wych mamy do czynienia z czynnikiem zakaznym i zarazli-
wym — wirusem, ‘zrodtem zarazka — homologicznym,
pochodzacym od tego samego gatunku — czyli ryb,
drogami transmisji zarazka — z osobnika na osob-
nika lub innymi drogami za pomoca innych wekto-
row, np. ptaki drapiezne, ssaki drapiezne, i co naj-
istotniejsze wrazliwoscig organizmu zwierzecia —
ryb na ten czynnik zakazny.

Diagnostyka laboratoryjna patogendéw zakaz-
nych wystepujacych u ryb w osrodkach hodowla-
nych na terenie Pomorza Srodkowego ma szcze-
golne znaczenie w procesie produkcji ryb kon-
sumpcyjnych, produkcji materiatu zarybieniowego
oraz hodowlanego. Wtasciwa i trafna diagnoza,
a nastepnie ukierunkowane dziatanie i eliminacja
czynnikdw zakaznych wptywa na osigganie lep-
szych efektéw hodowlanych i gospodarczych
poprzez ograniczenie i minimalizowanie strat.
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Fot. 1. Zmiany anatomopatologiczne w przebiegu IHN u psiraga tgczowego. Powigkszenie
$ledziony, anemizacja koricowego odcinka przewodu pokarmowego, wypefnionego
treécig konsystencji zelowatej, o barwie kremowej.

Whynika to z duzego zagegszczenia osrodkéw hodowlanych
na ciekach oraz z przyjetej technologii hodowli (gtéwnie
wykorzystujgcych ciagty — grawitacyjny przeptyw wody
rzecznej). W zlewni rzeki Grabowa - w cieku gtownym i
w doptywach — dziata 20 o$rodkdéw hodowli ryb tososiowa-
tych (Lewandowska i wsp. 2017). Odlegtosci pomigedzy
osrodkami sg czesto bardzo niewielkie, a odlegtosci pomie-
dzy punktami poboru wody i spustem wody poprodukcyjnej
sprzyjaja przemieszczaniu sie patogendw z nurtem wody
z osrodka na os$rodek. Liczne zwierzeta wodne: bobry,
nutrie, ptaki, a takze ryby wedrowne wystepujace w rzekach
przymorskich sg wektorami patogenow w drugim kierunku
— pod prad wody. Niedopetnienie wymogow lekarsko-wete-
rynaryjnych w zakresie badan materiatu hodowlanego
i wymogdw w zakresie transportu ryb, takze sprzyja roz-
przestrzenianiu sig choréb réwniez wirusowych. Stad
w badaniach Pracowni Choréb Ryb Oddziatu ZHW
w Koszalinie badania wirusologiczne majg taki znaczny
wymiar ilosciowy.

Stwierdzona po raz pierwszy na Pomorzu Srodkowym
infekcja wirusem VHS u pstraga teczowego przez lek. wet.
Witolda Mazura pod koniec lat 70. XX wieku, byta posta-
wiona na podstawie zmian w zachowaniu — staba ruchli-
wosé ryb ustawionych po bokach stawu w okolicy odptywu
oraz zmian anatomopatologicznych - pociemnienie ciata
ryb, wytrzeszcz gatek ocznych, ptyn w jamie ciata, wybro-
czy i wylewy krwawe na otrzewnej i w mieéniach grzbieto-
wych. Aby zapobiec stratom zwigzanym z zakazeniem
wirusem VHS hodowcy stopniowo zmieniaja gatunek hodo-
wanych ryb na gatunki mniej wrazliwe na tego wirusa —
pstraga zrodlanego, palig lub sparctica. Liczba stwierdzo-
nych przypadkéw VHS w latach 2013-2016 jest liczna, od
16 w roku 2013 do 9 w roku 2016, a tendencja spadkowa
jest dos¢ znaczna.

IHN - infectious hematopoiectic necrosis , zakazna
martwica ukfadu krwiotwoérczego, stwierdzona po raz
pierwszy w badaniach laboratoryjnych prowadzonych
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W roku 20162017 wyizolowane wirusy, nie-
zidentyfikowane jako VHSV, IHNV i IPNV, prze-
kazywano do Zaktadu Choréb Ryb PIWet - PIB
| w Putawach do dalszej identyfikacji. W roku 2016
i 2017 stwierdzono po dwa przypadki SDV.

Analiza przebiegu epizootii ww. chordb
wirusowych ryb wskazuje na to, ze: stadium epi-
zootii jest w okresie wygaszania, potencjat epi-
zootyczny ma tendencje spadkowa, a wskaznik
epizootii jest malejacy, ale z duzym dynami-
zmem, szczegoblnie w przypadku IHN. Ponadto
VHS —to "stara epizootia”, ciagle utrzymujgca sie
w hodowlach, ale wygasajaca, obecnie na

S e

Fot. 2. Zmiany anatomopatologiczne w przebiegu IHN u pstraga teczowego. Anemizacja skrzeli,

watroby i wyrostkow pylorycznych przewodu pokarmowego.

w Pracowni Choréb Ryb O.ZHW w Koszalinie w roku 2010,
po wprowadzeniu do izolacji wiruséw hodowli komérko-
wych. Najwigcej przypadkéw IHN stwierdzono w roku 2011
—34, najmniej w roku 201512017 - 0. Epizootia IHN ma ten-
dencjg spadkowa, ale co drugi rok w badaniach liczba wyni-
kéw dodatnich znaczgco sig zwieksza, np. rok 2010- 6, rok
2011 — 34, rok 2012 - 9, a rok 2013 — 31. Od roku 2014
liczba wynikéw dodatnich jest wyraznie zmniejszona.

W roku 2018 stwierdzono dwa przypadki IHN potwier-
dzone podczas badan wirusologicznych mimo tego, ze ryby
skierowane bylty tylko do badan bakteriologicznych (zlece-
nie ustugowe od klienta). Obraz zmian anatomopatologicz-
nych u badanych ryb oraz wywiad wskazywat na podejrze-
nie wystagpienia infekcji wirusowej (dostarczone ryby pod-
dawane byly dtugotrwatemu leczeniu chemioterapeuty-
kami bez widocznych efektow). Badanie wirusologiczne
dato efekt cytopatyczny, a identyfikacja metoda ELISA data
dwa wyniki dodatnie w kierunku IHN.

IPN- infectious pancreatic necrosis, zakazna martwica
trzustki, uzyskane wyniki badan potwierdzajg obecnosé
w wielu oérodkach wirusa IPN, ktéry dominuje w badaniach
i dotyczy ryb matych — wylegu i narybku o masie do 2 g.
Wirus ma silne dziatanie immunosupresyjne, co powoduje
ujawnianie sie rowniez chordb bakteryjnych u zakazonych
ryb. Powoduje to znaczne straty hodowlane siggajace
nawet do 90% obsad. Liczba stwierdzonych wynikow
dodatnich w kierunku IPNV w roku 2013 wynosita 57, w roku
2014 — 55, w 2015 — 49, a w roku 2016 — 21.

W badaniach ryb dzikich — tarlakéw troci wedrownej
i tososia w okresie jesiennych ciggdw tartowych i sztucz-
nego tarta, czyli w pazdzierniku i listopadzie, nie stwier-
dzono wystepowania wirusa VHS i IHN. Nie badano ryb
potarfowych tzw. ,keltéw”, ktére przezyty naturalne tarto
i zostaty ztowione przez wedkarzy w okresie zimowo - wio-
sennym.
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niskim poziomie. IHN - epizootia przebiegajgca
faliscie — sinusoidalnie, naprzemiennie w mnigj-
szym lub wigekszym nasileniu w kolejnych latach,
ale z tendencjg spadkowa, wygaszajgcg. IPN —
intensywna epizootia od roku 2011 i systematycznie spad-
kowa, ale jeszcze na wysokim poziomie, cho¢ jej obraz
moze by¢ zaburzony z powodu stosowania w badaniach
surowicy anty- IPNV. Stwierdzono pierwsze potwierdzone
wypadki wystgpowania wirusa SDV (sleeping disease
virus). Trudno jest okresli¢, jak wystepowanie tego wirusa
wptynie na rozw6j choroby i ewentualny rozwdj epizootii
w hodowlach.

Istnieje potencjalne niebezpieczenstwo wystgpienia
ISA (infectious salmon anemia) - zakaznej niedokrwistosci
tososi od ryb hodowanych w sadzach w norweskich fior-
dach, pochodzgcych z terendw, ktére nie sg uznane za
wolne od choréb zakaznych ryb. Od pewnego okresu
importowane z Norwegii do przetworstwa tososie, nie
posiadajg takiego $wiadectwa. Odpady poprodukcyjne
pochodzace od tych ryb sg przekazywane do zaktadow
produkujacych z nich mgczke rybna i olej rybny. Taka prze-
twornia znajduje sie w gérnym biegu jednej z rzek przymor-
skich i moze by¢ potencjalnym zrédtem choréb wirusowych
ryb (wtym ISA) znajdujgcych sie w obiektach hodowlanych
zlokalizowanych w tej rzece i jej zlewni.

Whioski

1. Wirusy VHS , IHN , IPN nadal sg obecne w hodowlach
pstragéw na Pomorzu i stanowig Zrédto rozprzestrzenia-
nia sig i wystgpowania choréb zakaznych ryb.

2. Dziatania hodowcow zmierzajg do zmiany gatunkéow
hodowanych ryb w kierunku wyboru tych, ktore sa mnigj
wrazliwe, szczegblnie na wirus VHS - zamiana pstraga
teczowego na palie, pstraga zrédlanego lub mieszarca
migdzygatunkowego — sparctica.

3. Intensywne wykorzystanie odpaddéw rybnych do prze-
tworstwa — produkcja oleju rybnego i maczki rybnej —
moze stanowi¢ nowe Zrédto rozprzestrzeniania sie cho-
rob wirusowych, w tym nowej jednostki chorobowej —
ISA.
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4. ldentyfikacja niektorych chordb wirusowych ryb w bada-
niach laboratoryjnych nie odpowiada stanowi faktyczne-
mu wystepujgcemu w hodowlach ryb, szczegdlnie
w odniesieniu do IPN.

5. Istnieje pilna konieczno$¢ wdrozenia szybkiej diagnosty-
ki obecnosci kwasoéw nukleinowych wiruséw choréb
zakaznych ryb poprzez zastosowanie techniki PCR —
Real Time w badaniach laboratoryjnych.
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