Szczepienia ochronne ryb jako dobra praktyka rybacka

Prof. dr hab. med.wet. Andrzej Krzysztof Siwicki,
Zaktad Patologii i Immunologii Ryb Instytutu Rybactwa Srédladowego w Olsztynie

Stymulowanie organizmu ryb przeciwko $cisle okreslonym patogenom, zanim dojdzie
do naturalnego ich kontaktu i rozwoju choroby, wydaje si¢ najbardziej rozsadna 1 uzasadniona
droga zapobiegania chorobom. Jest to szczegolnie istotne w dobie narastajacej lekoopornosci
drobnoustrojéw na chemioterapeutyki. Celem szczepienia przy uzyciu swoistej szczepionki
jest przygotowanie ryby do skutecznej obrony. Jej podstawa jest swoiste przestrojenie
organizmu tak, aby czynnik patogenny (wirus, bakteria czy pasozyt) mial znaczne
ograniczenie lub brak mozliwosci wywotania choroby. Wazna cecha szczepionek,
odrézniajaca je od chemioterapeutykow jest fakt, ze nie maja one zadnego wplywu na jako$¢
produktéw spozywczych, co jest bardzo istotnym atutem przemawiajacym za ta metoda
profilaktyki w dobie walki o zdrowa Zywno$¢.

Szczepionki ryb sa to preparaty biologiczne zawierajace jeden lub kilka antygenow
uzyskanych z patogennych mikroorganizméw izolowanych od ryb, ktore sa pozbawione
patogennos$ci przez zastosowanie roznych zabiegow fizycznych lub chemicznych. Powoduja
one swoiste pobudzenie mechanizméw obronnych, a efektem dziatania jest pojawienie si¢ w
organizmie swoistych przeciwcial produkowanych przez uczulone limfocyty B oraz
pojawienie si¢ swoistej odpowiedzi typu komoérkowego przez limfocyty T i makrofagi.
Glowna rola szczepionki jest zabezpieczenie ryby przed choroba bez narazenia na potencjalne
niebezpieczenstwo infekcji. Odpornos¢ ktoéra indukuje szczepionka chroni organizm ryby
przed choroba, a nie infekcja, dzigki wytworzeniu swoistej odpowiedzi odpornosciowej i
pamigci immunologicznej. To wilasnie ta swoista odpowiedz i pamig¢ jest bardzo istotnym
instrumentem do pojawienia si¢ mechanizmow dotyczacych tzw. spokojnej koegzystencji
pomigdzy zywicielem (ryba) a patogenem. Naturalny kontakt organizmu ryby z czynnikiem
patogennym powoduje, ze wytworzona po szczepieniu komorki pamigc¢ immunologicznej
(uczulone komorki ktore maja zakodowane cechy patogenu 1 sa zdolne do szybkiej produkcji
przeciwcial) nie znikaja, a nawet zwigksza si¢ ich liczba, potggujac swoista odpornosé
przeciwzakazna. Natomiast przy braku przez dluzszy czas takiej naturalnej infekcji na
antygen (przetworzony patogen) zawarty Ww sSzczepionce, ponowne szczepienie
przypominajace po 3 — 5 miesigcach jest niezbgdnym zabiegiem dla utrzymania odpowiednio
wysokiego poziomu odpowiedzi przeciwzakazne;.

Szczepionki stosowane u ryb musza posiada¢ okreslone cechy zwiazane ze
srodowiskiem w jakim sa stosowane. Musza by¢ obojetne dla $Srodowiska wodnego,
bezpieczne oraz wystarczajaco silne, aby mogty indukowa¢ wysoki poziom odpornosci,
utrzymujacy sie przez maksymalnie dtugi okres czasu. Badania wtasne oraz innych o$rodkow
naukowych wykazaly, ze na skuteczno$¢ szczepionki u ryb wptywaja nastepujace czynniki:
immunogenno$¢ szczepionki, droga podania szczepionki, dawka szczepionki, czas podania
szczepionki, masa ciata ryb, temperatura w ktorej wykonano szczepienie, stan kondycyjny i
zdrowotny ryb oraz poziom wydolnosci uktadu odpornosciowego.

Bardzo waznym elementem jest odpowiednia selekcja i identyfikacja, wsérdd setek
roznych antygendéw czy serotypoéw, tego najbardziej immunogennego, ktory bedzie zdolny w
sposob efektywny indukowac swoista odpowiedz oraz odporno$¢ przeciwzakazna.

Do oceny efektywnos$ci szczepionek, nalezy w pierwszym okresie do$wiadczalnie
okresli¢ dawke, przy ktoérej osiagana jest odpornosé, koncowy poziom odpornosci oraz czas
trwania odpornosci. Ryby sa specyficznymi organizmami 1 u nich jest trudno ostatecznie
okresli¢ wyzej wymienione sktadniki, poniewaz sa one bardzo $cisle zwiazane z warunkami



panujacymi w poszczeg6dlnych gospodarstwach, temperatura czy stanem kondycyjnym ryb.
Badania wiasne oraz obserwacje innych o$rodkdw naukowych wykazaty, ze szczepionki u
ryb tososiowatych daja odporno$¢ u minimum 50 % populacji, a w przypadku szczepionek
nowej generacji procent ten jest znacznie wyzszy, dochodzacy do 95 % populacji ryb.

Na skuteczno$¢ szczepienh wplywa réwniez stan kondycyjny i1 zdrowotny ryb.
Czynniki stresowe (nieodpowiednie warunki chowu, niewlasciwa dieta czy zbyt
wyczerpujacy  transport)  oddzialywuja  niekorzystnie na  wydolno$¢  uktadu
immunologicznego. Réwniez skazenie $rodowiska wodnego oraz dziatanie niektorych
antybiotykow uposledza indukowanie swoistej odpowiedzi na antygen szczepionkowy.

Temperatura, w jakiej wykonane jest szczepienie w sposéb istotny wplywa na
efektywnos$¢ szczepien i pozniejszy rozwdj odpornosci swoistej. W temperaturze ponizej
optymalnej dla danego gatunku ryb, rozwdj odpornosci swoistej i pamigci immunologicznej
nastgpuje znacznie wolniej 1 trwa znacznie krdcej, w pordéwnaniu ze szczepieniami
wykonanymi w temperaturze optymalne;j .

Masa ciata ryb i stan kondycyjny ryb, nawet w tym samym wieku, w decydujacy
sposob wptywa na efektywno$¢ szczepionki. Badania doswiadczalne prowadzone w wielu
osrodkach na $wiecie jednoznacznie wykazaty, ze uklad immunologiczny jest w pehni
dojrzaty gdy ryba osiagnie masg ciata powyzej 4 g. Tak wigc zaleca sig, aby szczepienie ryb
dokonywa¢ niezaleznie od ich wieku, gdy osiagna mas¢ ciala powyzej 4 g. W takim
przypadku odpornos¢ na antygen szczepionkowy utrzymuje si¢ przez 12 miesigcy. Natomiast
u ryb w tym samym wieku o masie ciala 2 g odporno$¢ utrzymuje si¢ jedynie przez 3-4
miesiace. U ryb ponizej 1 g podanie szczepionki nie indukuje swoistych mechanizmow
obronnych a odpowiedz jest jedynie nieswoista i utrzymuje si¢ przez okres 4 tyg.

Droga podania szczepionki jest istotnym elementem decydujacym o efektywnosci
szczepienia. Najbardziej efektywna droga jest iniekcja dootrzewnowa, ale jej wykonanie jest
zbyt stresogenne dla ryb oraz wysoce pracochtonne, gdy nie posiada si¢ bardzo drogiego
sprzgtu do aplikacji. Immersja jest najczgsciej stosowana metoda podania szczepionki u ryb,
ale wymaga ona bardzo sprawnej organizacji oraz niezbgdne jest duze do$wiadczenie
hodowcy w zakresie obchodzenia si¢ z narybkiem. Badania wtasne wykazaly, ze kapiele ryb
w roztworze szczepionki jest bardzo stresogenne, a towarzyszace temu zabiegowi zjawiska
ograniczajace dostgpnos$¢ antygenu i zmniejszaja efektywno$¢ szczepionki. Wprowadzenie
ryb do roztworu szczepionki powoduje natychmiastowa reakcj¢ obronna w postaci
wydzielania duzej ilosci $luzu na skoérze i skrzelach, co ogranicza wnikanie antygenu
szczepionkowego do organizmu.

Aktualnie na rynku dostgpne sa gldwnie szczepionki podawane w iniekcji oraz
immersji i ograniczaja si¢ jedynie do uodparniania ryb przeciwko infekcjom bakteryjnym. Na
rynku dostgpne sa szczepionki przeciwko furunkulozie, yersiniozie 1 wibriozie.

W 2002 roku w Katedrze Chorob Zakaznych 1 Inwazyjnych Wydziatlu Medycyny
Weterynaryjnej UW-M w Olsztynie opracowano technologi¢ i podjeto produkcje dwoch
szczepionek do aplikacji w immersji: przeciwko yersiniozie i furunkulozie, ktore zostaly
poddane badaniom klinicznym 1 wdrozeniowym. Badania do$wiadczalne i terenowe
wykazatly, ze polskie szczepionki oparte na polskich szczepach Yersinia ruckeri oraz
Aeromonas sp. sa wysoce skuteczne w ochronie zdrowia ryb, a zakazenia eksperymentalne
wyraznie wykazaty wysoka skuteczno$¢ ochronna.

Postep jaki nastapil w badaniach na mechanizmami obronnymi bton §luzowych 1 skory
stworzyt nowe, dotychczas nieznane mozliwos$ci w profilaktyce i terapii chorob infekcyjnych
zwierzat, w tym rowniez ryb. Btony §luzowe uktadu pokarmowego 1 oddechowego (skrzela),
wraz ze skora sa gldwnymi miejscami kontaktu organizmu ryby ze S$rodowiskiem
zewngtrznym. Najwigkszy uklad odpornosciowy zwiazany z blonami sluzowymi to przewod
pokarmowy, ktérego powierzchnia wchianiania jest kilkanascie razy wigksza od powierzchni



skory. Narazenie uktadu pokarmowego na antygeny $rodowiskowe i czynniki patogenne jest
znacznie wigksze, w porownaniu do uktadu oddechowego zwiazanego ze skrzelami. Uktad
immunologiczny przewodu pokarmowego wyksztalcit wiele nieswoistych 1 swoistych
mechanizmow broniacych blony $§luzowe przed zagrozeniami z zewnatrz. Jego morfologiczna
sktadowa stanowia rozproszone w blonie Sluzowej i podsluzowej zorganizowane skupiska
grudek limfatycznych, okre§lane wspolnie jako tkanka limfatyczna zwiazana z btonami
Sluzowymi (mucosa-associated lymphoid tissue — MALT). MALT obejmuje tkanke
limfatyczna btony podsluzowej i $luzowej uktadu pokarmowego okresla sig jako GALT —
gut-associated tymphoid tissue. Podstawowa funkcja uktadu limfatycznego bton §luzowych
jest wytwarzanie przeciwciat (IgM), ktére przedostaja si¢ do wydzielin, by tam jako
wydzielnicze przeciwciata (prawdopodobnie S-IgM) pehi¢ role obronna. Obrona ta obejmuje
migdzy innymi nastgpujace zjawiska:

- optaszczanie i aglutynacja mikroorganizmow patogennych,

- dzialanie bakteriostatyczne,

- zapobieganie adhezji mikroorganizméow do nabtonka i wnikaniu w gltab bton sluzowych,

- neutralizacja toksyn bakteryjnych.

Proces aktywacji odpowiedzi immunologicznej, ktdérej celem jest indukcja odpornosci
ogolnoustrojowej, zachodzi w narzadach majacych dobrze zorganizowane struktury
limfatyczne w jelicie cienkim. Wynikiem aktywacji  jest powszechne wystgpowanie
efektorowych komorek plazmatycznych, wytwarzajacych swoiste przeciwciata w réznych
miejscach bton $luzowych 1 zwiazanych z nimi gruczotach.

W ciagu ostatnich dwoch lat nastapil znaczacy postep w badaniach majacych na celu
konstrukcje szczepionek nowej generacji, czyli szczepionek rekombinowanych. Postgp ten
jest jedynie mozliwy dzigki rozwojowi inzynierii genetycznej, ktora dostarcza narzedzi
umozliwiajacych manipulacje na materiale genetycznym, a takze dzigki badaniom
podstawowym, ktore prowadza do coraz glebszego poznania molekularnych mechanizmow
patogennosci poszczegodlnych drobnoustrojow. Szczegélnie istotne sa réwniez badania nad
poznaniem mechanizméw odpowiedzialnych za indukcje odpowiedzi immunologicznej.
Wywotanie bowiem przez podanie szczepionki, wlasciwej, ochronnej odpowiedzi
immunologicznej stanowi gtowny cel stosowania szczepien i trwale chroni organizm ryb
przed okreslonym czynnikiem patogennym.

Badania w zakresie uzyskania skutecznych szczepionek dla ryb ida w wielu kierunkach.
Glowne strategie molekularne prowadzace do stworzenia nowych szczepionek to gtownie:

- atenuacja czyli obnizenie zjadliwosci okreslonych szczepdéw wirusa czy bakterii metodami
inzynierii genetycznej,

- konstrukcja nowych struktur genetycznych zawierajacych jedynie wybrane geny
odpowiedzialne za powstawanie okreslonych antygenow indukujacych swoista odpornos¢.

Rownoczesnie prowadzone sa badania nad doskonaleniem metod podawania antygenu

szczepionkowego, czy konstruowanie kompleksow antygen-immunomodulator, ktore

zwigksza immunogennos¢ szczepionki.

Wychodzac naprzeciw potrzebom praktyki podjeto w Katedrze Choroéb Zakaznych 1
Inwazyjnych UW-M w Olsztynie we wspotpracy z Zaktadem Patologii i Immunologii IRS
oraz firma Bestfeed (Szwajcaria) unikalne w skali swiatowej badania, nad opracowaniem
szczepionki, ktora bgdzie mozliwa do podania droga pokarmowa (per 0s). Badania te miaty w
pierwszym etapie na celu odpowiednie przygotowanie antygenu szczepionkowego oraz jego
odpowiednie zamknigcie w granulacie tak, aby nie zostal on strawiony w przewodzie
pokarmowym lub inaktywowany przez niskie pH, a miat mozliwo$¢ wolnego uwalniania si¢
do przewodu pokarmowego, gdzie mial by mozliwo$¢ kontaktu z komodrkami
odpowiedzialnymi za indukcje swoistej odpowiedzi immunologicznej. W drugim etapie
badania miaty na celu oceng efektywnos$ci dzialania szczepionki w warunkach



laboratoryjnych i terenowych. W tym celu przygotowano eksperymentalna szczepionkg w

granulacie przeciwko jersiniozie i furunkulozie, oparta na szczepach polskich, ktora zostata

poddana wstepnym badaniom klinicznym. Ocena kliniczna obejmowata:

- wplyw roznych dawek szczepionki na stan kondycyjny i zdrowotny ryb,

- wplyw czasu podawania szczepionki na stan kondycyjny i zdrowotny ryb,

- wplyw szczepionki na nieswoiste mechanizmy obronne,

- wplyw szczepionki na swoista odpowiedz immunologiczna zwiazana z produkcja
swoistych przeciwcial,

- ochronne dziatanie szczepionki po eksperymentalnym zakazeniu patogennymi, wysoce
zjadliwymi szczepami bakteryjnymi.

Uzyskane wstgpne wyniki badan jednoznacznie wykazaly, ze nowo opracowane receptury

szczepionek przeciwko furunkulozie i jersiniozie nie wplywaja negatywnie na stan

kondycyjny 1 zdrowotny ryb. W zadnym z uktadéw doswiadczalnych nie stwierdzono u

badanych ryb, ktérym podano szczepionki, zmian klinicznych ani anatomopatologicznych

wskazujacych na dzialanie toksyczne badanych szczepionek. Ryby zerowaly normalnie, a

nieznaczne roéznice w przyrostach masy ciala na korzy$¢ ryb szczepionych, musi zostac

zweryfikowane na wigkszym materiale. Badania histologiczne nie wykazaly zmian w

komorkach przewodu pokarmowego, wskazujace na negatywne oddzialywanie szczepionek.

Wstepne badania immunologicznie, prowadzone na ograniczonym materiale
wykazaty, ze opracowane nowej generacji szczepionki dla ryb podawane per os aktywuja
nieswoiste mechanizmy obronne okreslane zdolno$cia do zwigkszonego wydzielania
lizozymu i poziomu gamma-globulin w surowicy. Obserwowany statystycznie istotny wzrost
aktywnosci lizozymu i frakcji gamma-globulinowej jest dowodem na to, ze opracowane
szczepionki podane per os indukuja ogdlnoustrojowa nieswoista odporno$¢. Réwnoczesnie
prowadzone badania nad okre§leniem wptywu badanych szczepionek na swoista odpornosé
wykazaly, ze juz w 7 dniu po podaniu szczepionek pojawily si¢ pierwsze Swoiste
przeciwciala, a ich miana stopniowo narastaly w nastgpnych tygodniach po podaniu
szczepionek. Ten historyczny wynik stworzyt wstepne podstawy do podjecia
ukierunkowanych badan na ostatecznym opracowaniem wysoce skutecznych szczepionek
przeciwko dwom bardzo istotnym, z ekonomicznego punktu widzenia, chorobom
bakteryjnym ryb tososiowatych, ktore sa trudne do leczenia i wymagaja duzego naktadu
finansowego na ich zwalczanie.

Uzyskane wyniki badan stworzyly nowe mozliwosci i daly podstawg do rozwoju
nowych metod, dotychczas niedostgpnych dla rybactwa, pozwalajacych na lepsza ochrong
zdrowia ryb w roznych systemach chowu. Polska ugruntowata swa istotng rolg w zakresie
doskonalenia metod chowu i ochrony zdrowia ryb. Wprowadzenie w pierwszym etapie
eksperymentalnych szczepionek do badan terenowych pozwoli na obiektywna oceng ich
skuteczno$ci w warunkach hodowlanych. Szczegélnie istotna jest szczepionka przeciwko
furunkulozie, gdyz czynnik etiologiczny jest ztozony, a powszechne jego wystgpowanie w
srodowisku utrudnia opracowanie skutecznych metod immunizacji. Natomiast w przypadku
szczepionki przeciwko jersiniozie, w pierwszym etapie badan terenowych istnieje
konieczno$¢ pordéwnania skutecznosci juz produkowanej szczepionki w immersji, z nowa
podawana per 0s. W tym miejscu pragniemy podkresli¢, ze bez Scistej wspolpracy nauki z
praktyka nasze osiagnigcia z nowa generacja szczepionek moga zosta¢ zmarnowane lub
opoznione, co bedzie miato istotny wptyw na postep w zakresie ochrony zdrowia ryb.

Ogromnym problemem w profilaktyce i terapii chordob wirusowych jest brak na rynku
skutecznych szczepionek. Aktualnie nie obserwuje si¢ znaczacego postepu w badaniach nad
nowymi szczepionkami przeciwko takim chorobom jak wirusowa posocznica tososiowatych
(VHS), zakazna martwica ukladu krwiotworczego (IHN) czy zakazna martwica trzustki
(IPN). Pierwsze szczepionki genetyczne zastosowane w zwalczaniu chordb wirusowych ryb



byly to szczepionki rekombinowane. Do syntezy wybranego biatka antygenowego

wykorzystano bakteri¢ Escherichia coli. Pierwsza szczepionka rekombinowana byla

szczepionka przeciwko IHN u pstraga teczowego. Szczepionke podawano rybom w iniekcji

lub w kapieli. Stopien przezywalnosci po podaniu szczepionki byt bardzo wysoki (81 %), w

porownaniu z kontrola gdzie stopien ten nie przekroczyl 10 %. Jednakze wyniki szczepien

wykonanych w praktyce na masowym materiale ryb nie byly juz tak zadawalajace.

Nieodzowne byto zastosowanie adiuwantu w celu zwigkszenia immunogenno$ci. Ale nawet

ten zabieg nie wplynat na pozytywna oceng tej szczepionki przez praktykg. Roéwniez

szczepionka rekombinowana przeciwko VHS okazata si¢ w praktyce mato skuteczna.

Niepowodzenia w uzyskaniu wysoce skutecznych szczepionek rekombinowanych zmusit

badaczy do podjecia badan nad szczepionkami DNA. Zastosowanie tzw. nagiego DNA

stworzylo one nowe mozliwosci w  opracowaniu  skutecznych  szczepionek

przeciwwirusowych u ryb. Pierwsza szczepionka DNA opracowano przeciwko IHN, a

uzyskane wyniki byly bardzo interesujace. Przezywalno$¢ szczepionego narybku po

eksperymentalnym zakazeniu byta $cisle zwiazana z droga podania szczepionki i wynosita:

- 100 % po podaniu szczepionki domig$niowo,

- 96 % po podaniu doskérnym szczepionki przy zastosowaniu armatek genetycznych,

- 50 % po podaniu szczepionki dootrzewnowym,

- 28 % po podaniu szczepionki w immersji,

- 25 % po podaniu szczepionki w skaryfikowana skore,

- 11 % po podaniu szczepionki dogardzielowo

Uzyskane wyniki badan stworzyly podstawe do dalszych intensywnych badan i pozwolily na

wyciagnigcie nastgpujacych wnioskow przez zespot badaczy pracujacy nad ta szczepionka:

- skutecznos$¢ szczepionki DNA znacznie przewyzsza skuteczno$¢ dotychczas uzyskanych
szczepionek rekombinowanych, przy znacznie nizszych kosztach wytwarzania,

- sposob podania szczepionki determinuje jej skutecznosc.

Najbardziej skutecznymi metodami jest podawanie szczepionki w iniekcji domig$niowo lub

przy uzyciu armatek genetycznych, jednakze jest trudna w praktycznym zastosowaniu.

Domig$niowa iniekcja dla kilkugramowego narybku to ogromny stres. Zabieg taki jest bardzo

czasochtonny. Zastosowanie szczepienia doskornego jest réwniez bardzo stresogenne dla

narybku, gdyz zabieg wykonuje si¢ przy wprowadzeniu doskérnym pod ci$nieniem

mikroskopijnych kuleczek ztota optaszczonych szczepionka. Aktualnie jedyna alternatywa

jest intensywny rozwo6j badan nad opracowaniem szczepionki DNA podawanej w kapieli lub

w paszy. Tego typu badania zostaty juz podj¢te.



