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Streszczenie

Akwakulture karpia (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758) prowadzi sie w Europie gtéwnie w
stawach, czyli sztucznych zbiornikach wodnych, wykorzystujagc zwykle naturalne uksztattowanie
terenu sprzyjajgce ich budowie. U karpi hodowanych w stawach zasilanych wodg z naturalnych
ciekow oraz gospodarstwach, w ktérych nie prowadzi sie tarta na bazie wtasnych tarlakdéw, czesto
dochodzi do zawleczenia choréb, w tym patogennych wiruséw. Gtéwnymi zagrozeniami dla
gospodarki karpiowej jest koi herpes virus (KHV) oraz carp edema virus (CEV).

W niniejszej pracy zostaty postawione cele zwigzane ze znacznym poszerzeniem wiedzy z
zakresu stopnia zainfekowania wytypowanych gospodarstw karpiowych wirusem CEV, oceny
tropizmu, czyli powinowactwa do komdrek i tkanek u karpia, oszacowaniu skutecznosci metody
detekcji posredniej (nested PCR, real-time PCR, hybrydyzacja in situ) oraz analizie pozyskanych
sekwencji z wykorzystaniem modelu ewolucji molekularne;.

Analizom poddano tgcznie 16 gatunkdéw ryb z 11. lokalizacji, w tym dziewieciu gospodarstw
hodowli karpia, wéd Zalewu Szczeciniskiego i Jeziora Dabie. Analizom molekularnym poddano
tacznie 682 préby.

Wyniki niniejszej pracy wskazujg na rozszerzenie spektrum gatunkowego wirusa CEV o
gatunek lina (Tinca tinca (Linnaeus, 1758)), uklei (Alburnus alburnus (Linnaeus, 1758)), ptoci (Rutilus
rutilus (Linnaeus, 1758)) i karasia (Carassius carassius (Linnaeus, 1758)), co przy zatozeniu
pospolitego wystepowania tych gatunkdw w wodach naturalnych zasilajgcych stawy karpiowe
stwarza zagrozenie powstawania dodatkowej $ciezki transmisji CEV.

Wykazano réwniez powinowactwo do komadrek skéry i nerki, w ktérych okreslono dodatni
tropizm wirusa. Stwarza to nowe mozliwosci diagnostyczne, ktére dotychczas zgodnie z wytycznymi
Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwierzat (WOAH) oparte byty tylko o skrawki skrzeli.

Na podstawie uliniowania i poréwnania sekwencji w obrebie genu odpowiedzialnego za
synteze biatka 4a okreslono poziom ich zmiennosci genetycznej. Wynika z niego, ze wirus CEV ulega
systematycznym mutacjom a utworzenie dwdch wyodrebnionych kladéw w drzewie
filogenetycznym potwierdza wyodrebnianie sie tzw. ,,polskich izolatéw CEV”.

Na podstawie uzyskanych wynikéw zostang przygotowane wytyczne dla Swiatowej
Organizacji Zdrowia Zwierzat (WOAH). W procedurach detekcji CEV autorka zasugeruje koniecznos¢
wykorzystania skory i nerki. Ponadto, biorgc pod uwage klady utworzone w drzewie
filogenetycznym sekwencji wirusa CEV, do CEFAS w Wielkiej Brytanii, zostanie przestana informacja
o koniecznosci projektowania aktualnych starteréw do reakcji PCR.



Summary

In Europe, common carp (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758) is cultured mainly in earth ponds,
i.e., artificial water reservoirs, usually fitting into natural concavities of the terrain. Factors, such as
water supply from natural watercourses and the spawning material from elsewhere often
contribute to outbreaks of fish diseases, including viral ones. Major threats to carp aquaculture are
the koi herpes virus (KHV) and carp edema virus (CEV).

The aim of this thesis was a substantial broadening of our knowledge on the prevalence of
the CEV virus in selected carp farms, assessment of the viral tropism, i.e., the susceptibility to carp
cells and tissues, the evaluation of indirect detection methods (nested PCR, real-time PCR, in situ
hybridization) and the analysis of the obtained sequences using the molecular evolution model.

A total of 16 fish species from 11 sites were studied, including 9 carp farms, and the waters
of the Szczecin Lagoon and Lake Dabie. A total of 682 samples were analyzed using molecular
methods.

The results of this study indicate a broadening of the host specificity of CEV to cover also
tench (Tinca tinca (Linnaeus, 1758)), common bleak (Alburnus alburnus (Linnaeus, 1758)), roach
(Rutilus rutilus (Linnaeus, 1758)), and crucian carp (Carassius carassius (Linnaeus, 1758)), which,
assuming the ubiquity of those species, might represent an additional transmission pathway of the
CEV.

The presently reported CEV affinity to skin and kidney cells, where a positive viral tropism
was detected, constitutes a new diagnostic option in addition to the gills, which organ has hitherto
been recommended by the World Organisation for Animal Health (WOAH).

The level of genetic variation of CEV was determined based on the alignment and
comparison of sequences within the gene responsible for protein synthesis initiation factor 4A. It
shows that the CEV mutates at a steady rate and the two clearly delimited phylogenetic clades
represent the so-called “Polish CEV isolates”.

The presently reported results will be sent to the WOAH as a proposed amendment to the
existing detection procedures of CEV. The newly suggested sampling organs would include the skin
and kidney. The Centre for Environment, Fisheries and Aquaculture Science (CEFAS) in the UK will
be alerted about the need for up-to-date PCR primers.
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1. WSTEP

1.1. Biologia karpia

Karp (Cyprinus carpio) jest gatunkiem szeroko rozprzestrzenionym w wodach Azji, ktére
uchodzg za ojczyzne tego gatunku. W wodach Europy wystepuje w odmianie dzikiej i udomowione;.
Jako gatunek bardzo odporny na ekstremalne warunki srodowiskowe znosi zaréwno upalne lata jak
i bardzo mrozne zimy. Jest to cecha, ktéra ma ogromne znaczenie w polskiej strefie klimatycznej
(Wojda, 2004). Klasyfikacja taksonomiczna karpia przedstawia sie nastepujgco:

Typ: strunowce Chordata

Podtyp: kregowce Vertebrata

Gromada: ryby Pisces

Podgromada: kostnoszkieletowe Osteichthyes
Rzad: karpioksztattne Cypriniformes

Podrzad: karpiowce Cyprinoidei

Rodzina: karpiowate Cyprinidae

Rodzaj: karp Cyprinus

Gatunek: karp Cyprinus carpio Linnaeus, 1758.

Forma dzika karpia, nazywana sazanem, pochodzi z Dunaju. Udomowione karpie hodowane
w stawach i jeziorach mozna rozrézni¢ po odmiennym ksztafcie ciata. Cechami faczacymi obie
odmiany sg stosunkowo mata glowa o koncowym otworze gebowym i grubymi wargami z
wysuwanymi goérnymi szczekami. Charakterystyczne sg dwa jasne, dtugie wasiki i dwa ciemne,
krotkie widoczne w kacikach gdrnej wargi (Bryliiska, 1986).

Ksztatt i utuszczenie karpia udomowionego sg niejednolite. Odmiany karpia hodowlanego
powstaty wedtug trzech kryteriow. Pierwszym z nich jest wskaZznik wygrzbiecenia, ktéry stuzy
gtéwnie przy rozrdznianiu ras. Kolejnym jest barwa i utuszczenie bedace cechami gtéwnymi przy
rozréznianiu odmian. Ostatnim z nich jest obraz elektroforetyczny krwi.

W odpowiednich warunkach pokarmowych odznacza sie szybkim wzrostem, wysokim
grzbietem, matym, ostrym tbem i szerokim i krétkim trzonem ogona. Patrzac na ubarwienie, karp
hodowlany jest nieco jasniejszy od dzikiego. W zaleznosci od utuszczenia, na podstawie fenotypu
mozemy rozrézni¢ trzy odmiany. Pierwszg z nich jest karp drobnotuski, ktdrego cata powierzchnia
ciata jest pokryta jednakowe] wielkosci tuskami, tak jak ma to miejsce u sazana. Kolejng odmiang
jest karp lustrzen, ktéry posiada mniej tusek, lecz sg one duze i rdznie rozmieszczone. Ostatnig
odmiang jest karp beztuski, ktory catkowicie pozbawiony jest pokrywy tuskowej (Wojda, 2004).

W bardzo korzystnych warunkach potrafi osiggng¢ 600 g w pierwszym roku zycia, 1500 g
w drugim a w trzecim 2500 g. Jest rybg niedrapiezng, dzieki czemu mozna prowadzi¢ chow w
gestych, réznowiekowych a nawet mieszanych i wielogatunkowych obsadach. Karp dobrze
wykorzystuje pokarm naturalny, zeruje na dnie zbiornika i odzywia sie zooplanktonem i faung
naroslinna. Zywi sie ziarnami ro$lin uprawnych jak réwniez petnowartosciowa pasza. Samce karpia
osiggajq dojrzatos¢ ptciowa w trzecim roku a samice w czwartym.

Istotne znaczenie w utrzymaniu prawidtowego wzrostu i zdrowia hodowanych ryb ma
prawidtowe odzywianie oraz wyprowadzanie udoskonalonych linii i stad tartowych. Badania majgce
na celu poprawe zdrowotnosci karpia prowadzone sg od lat. Szczegélnie duzg szanse dajg prace
ukierunkowane na zwiekszenie odpornosci na patogeny w drodze selekcji genetyczne;j.
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Roznorodnos$¢ strategii zywieniowych moze istotnie wptywaé na zdrowie ryb.
Dostosowanie okreslonych poziomoéw sktadnikéw odzywczych w diecie ryb jest niezmiernie wazne,
gdyz poprzez niedobdr witamin i mineratdéw zagrozona jest immunokompetencja i odpornos¢ na
choroby (Halver, 1954 w Jurecka, 2008). Obnizona odpornosé¢ sprzyja wystepowaniu zakazen
oportunistycznych. W celu zapobiegania infekcjom nalezy zapewnié¢ zbilansowang diete bogatg w
wiele mikroelementéw m.in. jonéw metali. Pasze stosowane w intensywnej akwakulturze sg czesto
bogate w sktadniki antyodzywcze, takie jak fityniany i polifenole, hamujgce wchtanianie zelaza i
innych jonéw metali. Zelazo odgrywa wazna role w funkcjach limfocytéw zwigzanych z odpornoscia
na choroby zakazne, jak i w generowaniu odpowiedzi immunologicznej. Zelazo transportowane jest
we krwi dzieki wigzaniu transferryny (Tf), kompleks taki pobierany jest przez komaorki przy pomocy
receptorow transferynowych (TfR). W celu zbadania mechanizmoéw konkurencji o zelazo pomiedzy
patogenem a rybg, Jurecka (2008) wykorzystata model chorobowy, stosujgc naturalnego, zyjacego
we krwi i ptynach ustrojowych karpia (Cyprinus carpio) pasozyta Trypanoplasma boreli. U karpia
transferryna jest wysoce polimorficznym biatkiem. Jego allele mozna zidentyfikowaé podczas
natywnej elektroforezy w zelu poliakrylamidowym. Powyzsze badania miaty na celu skorelowanie
polimorfizmu Tf z funkcjg wigzania Zzelaza oraz jej wptywu na odpowiedz immunologiczna.

W badaniach in vivo, pie¢ genetycznie odlegtych linii hodowlanych karpia - polskiego ,R2" i
»,K”, ukrainskiego ,Or” wegierskiego ,,RO” i izraelskiego ,D” zakazono Trypanoplasma boreli.
Okazato sie, ze genotypy Tf mogg wptywac na odpornosc oraz zwigzek genotypu DD transferryny z
niskim zapasozyceniem w dwéch odpornych liniach karpia: polskich ,,R2” i ,K” oraz odwrotna
zaleznos¢ w najwrazliwszej linii izraelskiej ,D”. Jurecka (2008) wykazata, ze pasozyty zyty krocej w
pozywce pozbawionej Tf co wykazato, ze transferryna jest kluczowym elementem ich namnazania.

Ruzauskas i in. (2021) zajeli sie poréwnaniem réznic w odmianach drobnoustrojéw u karpia
pochodzacego z réznych srodowisk: sazana i karpia hodowanego w otwartych stawach. Ich prace
wykazaty, ze w jelitach sazanéw byto ponad 2,5 razy wiecej gatunkéw bakterii w poréwnaniu z
rybami hodowlanymi. Zidentyfikowano ponad 400 gatunkdow bakterii, w wiekszosci uznawane za
pozyteczny mikrobiom. Okazato sie réwniez, ze ryby z hodowli zawieraty wiecej bakterii,
traktowanych jako patogeny ludzi i zwierzat. Istotne réznice mikrobiologiczne zaobserwowano we
wszystkich rangach taksonomicznych, w tym u przedstawicieli rodzin takich jak Moraxellaceae,
Flavobacteriaceae i Staphylococcaceae. Czesto$¢ wystepowania opornosci na Srodki
przeciwdrobnoustrojowe we wskaznikach bakteryjnych byfa bardziej powszechna u ryb z hodowli
niz u ryb dzikich, dlatego hodowla ryb moze by¢ potencjalnym Zrédtem zanieczyszczenia Srodowiska
bakteriami opornymi na srodki przeciwdrobnoustrojowe.

@degard i in. (2010) podijeli sie analizy szczepédw karpia pod katem odpornosci na
herpeswirusa koi (KHV) i Aeromonas hydrophila. Przebadano ryby pochodzace z tej samej populacji,
bedace potomstwem wyprowadzonym przez Fish Biology Department at the Research Institute of
Fisheries, Aquaculture and Irrigation (HAKI) w Szarvas na Wegrzech. Pochodzity z czterech réznych
szczepOw pochodzacych z banku gendéw zywych karpia pospolitego (Gorda i in., 1995 w @degard,
2010). Wybrano dwa dzikie szczepy - Duna i Amur - bedgce rodzimymi w rzekach Dunaj i Amur.
Ponadto przebadano dwa szczepy hodowlane - Tata i Szarvasl5. Szczep wsobny Tata zostat
wyselekcjonowany ze wzgledu na szybki wzrost i okragty ksztatt ciata a Szarvas15 ze wzgledu na
wysoka heterozje w krzyzéwkach. Szczep Szarvas15 miat najnizszg przezywalnos$¢ (0%) na infekcje
KHV. Nastepne w kolejnosci byty szczepy Amur (11%), Duna (12%) i Tata (21%). W przypadku
A. hydrophila najnizsza przezywalno$¢ zaobserwowano dla szczepédw Duna (28%), Amur (31%),
Szarvas15 (38%) i Tata (48%).
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Kadhim (2009) zbadat odpornos¢ karpia na zakazenie Lernaea cyprinacea w warunkach
laboratoryjnych w okresie 10 tygodni. Ryby, ktére wczes$niej byty zarazone naturalnie i zostaty uzyte
w nastepnym eksperymencie po tygodniu od catkowitego wyzdrowienia okazaty sie najbardziej
odporne na infekcje (50%). Z kolei u ryb wyleczonych z zakazenia i wykorzystanych w nastepnym
eksperymencie po miesigcu od catkowitego wyzdrowienia poziom zarazenia wzrdst do 72,7%.
Najgorszy rezultat (78,5%) uzyskano w grupie kontrolnej, czyli u ryb bez wczesniejszego zakazenia
Lernaea. Badania Kadhima potwierdzajg hipoteze, ze infekcja Lernaea cyprinacea wytwarza nabyta
odpornos¢ na tego pasozyta u karpia, ale odpornos$¢ ta nie utrzymuje sie dtugo i nie jest w stanie
zapobiec ponownemu zakazeniu.

1.2. Znaczenie gospodarcze karpia w Polsce

Historia akwakultury karpiowej w stawach ziemnych liczy w Polsce kilkaset lat. Przez wiele
lat doskonalono hodowle dbajgc jednoczesnie o zachowanie ich tradycyjnego kilkuletniego cyklu
produkcyjnego uzaleznionego gtownie od panujgcych warunkéw termicznych. Karp zywi sie gtdwnie
naturalnym pokarmem rozwijajgcym sie w zbiorniku, ale zalecane jest réwniez karmienie ryb
nieprzetworzonym zbozem. Stopien intensyfikacji produkcji zwykle oscyluje w granicach 700-1000
kg/ha (Lirski, 2007). Ocenia sie, ze chéw karpia jest prosrodowiskowy i proekologiczny. Karp
charakteryzuje sie duzg wytrzymatosciag na deficyty tlenowe. Ryby tatwo adaptujg sie do zmiennych
temperatur, w Polsce determinowanych zmianami pdr roku.

Akwakulture karpia prowadzi sie w Europie gtdwnie w stawach, czyli sztucznych zbiornikach
wodnych wykorzystujgcych zwykle naturalne uksztattowanie terenu. Niekiedy hodowle prowadzi
sie w sadzach rzecznych, wykorzystujgc podgrzane wody pochtodnicze pochodzace z elektrowni
(Antychowicz, 2004).

Dzieki publikowanym corocznie badaniom statystycznym, polegajagcym na analizie
kwestionariuszy RRW-22, mozemy zaobserwowa, ze karp oraz pstragi i inne tososiowate stanowig
gtéwne filary akwakultury w Polsce. tgczna produkcja ryb w 2021 roku wynosita 43,80 tys. ton.
Hodowla karpia stanowita 17,40 tys. ton. Tym samym udziat karpia zmniejszyt sie do 40%, natomiast
udziat pstraga teczowego wzrdst do niemal 47%. Jeszcze w 2020 roku oba gatunki miaty niemal
rowny udziat w catkowitej produkcji akwakultury w Polsce (Myszkowski, 2022). W ostatnim
dziesiecioleciu produkcja karpia wahata sie od 14,43 tys. ton w 2011 roku do 21,14 tys. ton w roku
2020. Dla poréwnania w latach 2013-2020, hodowla pozostatych gatunkéw akwakultury wytaczajac
pstragi i inne tososiowate wahata od 2,6 do 4,47 tys. ton (Lirski, 2021). Pomimo stagnacji i
utrzymywaniu sie produkcji na podobnym poziomie okoto 20. tys. ton, widaé jak wazny element
polskiej akwakultury stanowi wtasnie produkcja karpia. Najwyzsze zapotrzebowanie na karpia
przypada w Polsce w koricowej fazie sprzedazy grudniowej, co wigze sie z chrzescijanska tradycja
spozywania karpia w $Swieta Bozego Narodzenia. W trakcie kilkunastu dni grudnia sprzedaje sie
okoto 80% rocznej produkcji karpia (Lirski, 2008). Dochodzi do sytuacji, ze na kilkadziesigt godzin
przed wigilig Swiagt Bozego Narodzenia w wielu punktach w kraju brakuje zaopatrzenia a hodowcy
importujg karpia z krajow osciennych. Ostatnimi laty, obok Niemiec, Polska pomimo krajowe;j
wysokiej produkcji jest tez najwiekszym importerem karpia w Unii Europejskiej i przyjmuje
nadwyzki produkcyjne z Wegier, Czech czy Litwy Import karpia w Polsce wynosi ok. 3-4 tys. ton
(Lirski i Hryszko, 2013). Hryszko w sowim aktualnym opracowaniu (2023) podaje, ze wedtug danych
Eurostat i informacji o eksporcie ryb karpiowatych poszczegélnych panistw Unii Europejskiej do
Polski, import tych ryb w roku 2022 byt zdecydowanie wyzszy od deklarowanego przez krajowe
podmioty i wynidst 4,74 tys. ton. Nalezy zauwazyé, ze az 4 tys. ton pochodzito z Czech. Jak wskazujg
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dane krajowe import w tym samym roku miatby wynies$¢ 2,01 tys. ton. Wartos$¢ sprowadzanych do
Polski ryb tylko w roku 2022 szacuje sie na okoto 66 min zt (Hryszko, 2023).

Ceny karpia w latach 2014 — 2021 wahaty sie od 8,38 zt/kg do 13,86 zt/kg (Myszkowski,
2022). Dla porédwnania srednia wazona cena wszystkich ryb polskiej akwakultury w roku 2020
wyniosta 11,88 zt/kg. Sprawia to, ze karp jest ciggle atrakcyjny cenowo dla konsumenta. Ze wzgledu
na rosngce koszty produkcji i sezonowos¢ sprzedazy spadajg zyski producentéw. Zmieniajgce sie
proporcje udziatu karpia spowodowane sg wzrostem produkcji innych gatunkéw ryb w
akwakulturze intensywnej (Lirski i Myszkowski, 2017). W takie]j sytuacji hodowcy zmuszeni sg do
prowadzenia rygorystycznych dziatan zwigzanej z profilaktykg chordb ryb czy stosowaniem zasad
dobrej praktyki rybackiej. Minimalizuja one ryzyko wystgpienia choréb a tym samym obnizajg
ryzyko masowych snie¢ w gospodarstwach. Konkurencja na rynku przetwdrstwa rybnego,
powoduje zainteresowanie konsumenta gatunkami o nizszej cenie detalicznej i lepszych
wtasciwosciach prozdrowotnych produktu finalnego. Karp jako gatunek spozywany okazjonalnie, w
ponad 90% gospodarstw domowych jedynie przy okazji Swiat, nie jest w stanie przebi¢ sie przed
gatunki uznawane za bardziej wykwintne, takie jak tosos, pstrag czy jesiotr. Obecny trend w sekgji
sprzedazy gatunkéw stodkowodnych wskazuje na preferencje konsumentéw uznajgce ryby
sprzedawane w formie wstepnie przygotowanej do spozycia (filet odskdrzony, ewentualnie
dzwonek). W tej sytuacji producenci karpi musza znalezé nowe sposoby na utrzymanie
konkurencyjnosci swojego produktu. Pomijajgc aspekt ekonomiczny pozostaje kwestia
srodowiskowa, czyli ograniczanie produkcji karpi poprzez presje kormoranéw oraz choroby. W
szczegdlnosci problem stanowig pojawiajgce sie w Srodowisku nowe choroby wirusowe. Jest to
szczegdlnie niebezpieczne ze wzgledu na brak diagnostyki, szybki przebieg infekcji, ktéry we
wstepnej fazie, czesto jest bezobjawowy, przez co powoduje masowe $niecia.

1.3. Choroby wirusowe karpia

W stawach zasilanych wodg z réinych zlewni mogg wystepowa¢ odmiennie zespoty
chorobowe. Jednym z gtdwnych zagrozen dla akwakultury sg wirusy. Ktdre przenoszg sie zaréwno
przez kontakt bezposredni, polegajagcy na ocieraniu sie ryb, ale takze za posrednictwem wody a
wiasciwie zawartych w niej czastek organicznych takich jak $luz ryb, fragmenty naskérka i ptetw.
Objawy kliniczne czesto pojawiajg sie dopiero w koricowych stadiach infekcji co sprawia, ze rozwaj
choroby na danym obszarze jest praktycznie nie do zatrzymania. Przyktadem moze by¢ epidemia
KHV w Polsce. Stata sie ona sztandarowym przyktadem braku odpowiednio szybkiej reakcji
srodowiska naukowego i weterynaryjnego w Polsce na nowy czynnik patogenny, ktérego obecnosc
sygnalizowano uprzednio w innych krajach europejskich.

Wytrzymatos¢ karpia na niesprzyjajgce warunki Srodowiskowe jest jednoczesnie jego wada
i zaleta. Dobdr nieodpowiedniej metody transportu, brak kwarantanny, zbyt geste obsady,
zaniechanie konserwacji i odkazania zbiornikdow, stosowanie sprzetu bez uprzedniej dezynfekcji,
nagta zmiana warunkdéw srodowiskowych mogg skutkowac wiekszym ryzykiem wystapienia choréb
a nawet $nie¢. Wyzej wymienione czynniki rzadko wystepujg samodzielnie. Zwykle s3 ze sobg w
pewien sposéb powigzane dziatajgc na ryby szczegdlnie dotkliwie. Nie mozna pomingé¢ faktu o
duzym znaczeniu jakosci pokarmu dostarczanego poszczegdlnym grupom wiekowym ryb. Istotna
jest réwniez podwodna fauna i flora zbiornika, majgca pozytywny lub negatywny wptyw na rozwéj
bazy pokarmowej dla karpi. Mato zréznicowane biologicznie sSrodowisko stawéw hodowlanych w
potaczeniu z bardzo duzym zageszczeniem obsad powoduje wybuch wielu groznych chordb. Reakcja
organizmu ryby na stres i wszelkie wywotane tym zmiany w organizmie okresla sie jako ogdiny
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syndrom adaptacyjny GAS (ang. generall adaptation syndrom), ktorego sktadowymi sg reakcja
alarmowa stadium oporu, czyli préba utrzymania przez zwierze homeostazy oraz stadium
wyczerpania, gdy mechanizmy adaptacyjne zawodzg. Stres wywotywany jest rowniez przez zwigzki
toksyczne oraz choroby. Antychowicz (2017) potwierdza wystepowanie 32. chordb zakaznych i
inwazyjnych u karpi w Europie. Wywotuje je kilka typéw drobnoustrojéow: SVCV (Rhabdovirus
carpio), KHV (CyHV-3), ospa karpi (CyHV-1), wirus martwicy uktadu krwiotwdrczego karasi (CyHV-2)
oraz $pigczki karpi koi — KSD (CEV).

1.3.1. Wiosenna wiremia karpia

Wiosenna wiremia karpia (spring viraemia of carp, SVC) znana jest réwniez pod nazwg
posocznica karpi. Jest zarazliwg chorobg zaréwno karpia jak i karpiowatych. SVC jest wywotywana
przez Rhabdowirus carpio (Ruszczyk, 2004) nalezacy do rodziny Rhabdoviridae (wirusy RNA).
Wiosenna wiremia karpia wystepuje w Stanach Zjednoczonych oraz w Europie, gdzie znajduje sie
na liscie dyrektywy unijnej (Council Directive 91/67/EEC of 28 January 1991, concerning the animal
health conditions governing the placing on the market of aquaculture animals and products) i
podlega w Polsce rejestracji (Ustawa z dnia 11 marca 2004 r. o ochronie zdrowia zwierzat oraz
zwalczaniu choréb zakaznych zwierzat (Dz. U. z 2004 r. nr 69, poz. 625).

Ahne i in. (2002) oraz Dixon (2008) wyizolowali wirusa z pasozytniczych bezkregowcow
splewki karpiowej (Argulus foliaceus) i pijawki rybiej (Piscicola geometra). Potencjalnymi wektorami
sg rowniez ptaki zywigce sie rybami.

Czaple siwe (Ardea cinerea) byty karmione karpiami zakazonymi SVCV oraz zmuszane do
zwracania ryb w réznych odstepach czasu po karmieniu. Eksperyment ten wykazat obecnos¢ wirusa
w zwracanych rybach 120 min po karmieniu. Gatunki spetniajgce kryteria umieszczenia na liscie jako
podatne na zakazenie SVCV zgodnie z rozdziatem 1.5. Aquatic Animal Health Code (Aquatic Code)
(Kodeksu Zdrowia Zwierzgt Wodnych (Kodeks Wodny)) to leszcz (Abramis brama), totpyga pstra
(Aristichthys nobilis), karas ztocisty (Carassius auratus auratus), amur biaty (Ctenopharyngodon
idella), wszystkie odmiany i podgatunki karpia (Cyprinus carpio), danio pregowany (Danio rerio),
wzdrega (Notemigonus crysoleucas), strzebla grubogtowa (Pimephales promelas), Caspian white
fish (Rutilus kutum), pto¢ (Rutilus rutilus) i sum europejski (Silurus glanis). Gatunki, dla ktérych nie
ma petnych dowoddéw na wrazliwo$¢ zgodnie z rozdziatem 1.5. Kodeksu Wodnego to: karas
pospolity (Carassius carassius), szczupak pospolity (Esox lucius), traszka chinska (Cynops orientalis),
totpyga biata (Hypophthalmichthys molitrix) i okon zétty (Perca flavescens). Ponadto zgtoszono
pozytywne wyniki reakcji faricuchowej polimerazy (PCR) dla patogenu, ale nie wykazano aktywnego
zarazenia u nastepujgcych organizmoéw: czukuczan biaty (Catostomus commersonii), tilapia nilowa
(Oreochromis niloticus), btyszczek (Notropis atherinoides), Cirrhinus mrigala, rohu (Labeo rohita),
lin (Tinca tinca), krewetka biata (Litopenaeus vannamei), czawycza (Oncorhynchus tshawytscha),
nerka (Oncorhynchus nerka) i pstrag teczowy (Oncorhynchus mykiss) (OIE). Wirus moze przetrwac
poza organizmem gospodarza przez okres pieciu tygodni w wodach ptyngcych w temperaturze 10°C
i ponad szesSciu tygodni w osadach dennych w temperaturze 4°C oraz czterech dni w osadach w
temperaturze 10°C (Ahne, 1976). Oprécz temperatury istotna jest tez pora roku. Na wiosne po
odtowach choroba ma przebieg gwattowny a jesienig przewlekty, o mniejszej Smiertelnosci. Wirus
uwalniany jest do Srodowiska wraz z katem, moczem, produktami ptciowymi, ztuszczajgcym sie
naskdrkiem skory oraz przez skrzela. Gtéwnie osobniki mtode wykazujg kliniczne objawy zakazenia.
Nie oznacza to jednak, ze wirus nie infekuje osobnikéw dorostych (OIE). SVCV wnika przez skrzela a
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nastepnie rozprzestrzenia sie do nerek, watroby, serca, $ledziony i przewodu pokarmowego.
Podczas wybuchu choroby wysokie miana wirusa wystepujg w watrobie i nerkach zakazonych ryb.
Znacznie nizsze miana wystepujg w $ledzionie, skrzelach i mdzgu (Dixon, 2008). Wirus zostat
wykryty nawet w ptynie jajnikowym (Bekesi, 1985). Objawy kliniczne zarazenia SVC mozemy
zaobserwowac juz przy 5-10°C, choroba rozwija sie najszybciej w temperaturze 16-18°C, natomiast
narybek moze ulec zakazeniu nawet temperaturze 22-23°C (Ahne, 2002). Smiertelno$¢ siega az 70%
u mtodych osobnikéw i 30% u ryb starszych. Objawami klinicznymi zakazenia jest letarg, zbieranie
sie ryb w okolicy odptywdw, wybroczyny i blados$¢ skrzeli, wytrzeszcz i wybroczyny gatek ocznych,
wybroczyny na skérze oraz pociemnienie powtok skérnych, krwisty $luz z odbytu oraz powiekszenie
obrysu jamy ciata spowodowanego obrzekiem narzagdéw wewnetrznych (Ahne, 2002; Goodwin,
2003). Wiosenng wiremie karpia mozna rozpozna¢ na podstawie objawoéw klinicznych, izolacji
wirusa w hodowli komérkowej oraz metod molekularnych. Wystgpienie choroby w hodowli
skutkuje jej zamknieciem w celu dezynfekgcji, utylizacji martwych ryb, sterylizacji wapnem palonym
oraz urzedowym zgtoszeniem wystgpienia choroby.

Bauer i Faktorowicz (1969) stwierdzili wystepowanie pierwszych przypadkéw SVC na
terenie Rosji, Niemiec i Polski juz w 1930 roku. Przypuszczalnie, wiosenna wiremia karpi zaczeta
powodowac masowe $niecia w czasach wprowadzenia intensywnego sytemu hodowli. Duzy wptyw
mogt mie¢ brak prawidtowego zywienia i zaawansowanych technik hodowlanych. Do roku 1996
wiosenng wiremie karpi rozpoznawano na podstawie objawéw klinicznych i zmian
anatomopatologicznych. W roku 1996 w Zakfadzie Choréb Ryb Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego zaczeto przeprowadzaé¢ badania wirusologiczne, ktére pozwolity potwierdzié
obecnos¢ wirusa Rhabdovirus carpio w kilku obiektach rybackich. W celu identyfikacji wirusa
zastosowano bezposrednig metode ELISA. W roku 1999 pierwszy raz w Polsce wyizolowano wirusa
w ciagtej linii komdrkowej EPC, nastepnie zidentyfikowano przy pomocy metody ELISA. W tym
samym czasie potwierdzono obecnos$¢ rabdowirusa za pomocg mikroskopu elektronowego
(Antychowicz, 2004). W ostatnich latach zaobserwowano spadek zachorowan na SVCD. Przyczyng
tego moze by¢ zwiekszenie Swiadomosci hodowcdw. Nieliczne przypadki choroby sg diagnozowane
przez laboratoria Zaktadu Higieny Weterynaryjnej, gtdwnie w Bydgoszczy oraz Zaktad Chordb Ryb
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego w Putawach (ZCHR PIWet-PIB). Moze to réwniez wynikac
z niezgtaszania do laboratoriéw przypadkdw zachorowan i nie przesytania do badan ryb z objawami.
Wykluczajac ostatnie przyczyny mozna stwierdzié, ze choroba zostaje powoli wyeliminowana z
Polski (Maj-Paluch i in., 2019). Udoskonalenie metod hodowli oraz mechanizacja, ktéra pozwala na
utrzymanie odpowiednich warunkéw srodowiskowych w stawach spowodowaty ze SVCD wystepuje
rzadko w profesjonalnych gospodarstwach rybackich, ale wcigz czesto stwierdzana jest w
zaniedbanych hodowlach i amatorskich stawach (Antychowicz, 2014).

1.3.2. Koi-herpes-virus

Infekcje koi herpeswirusa, koi herpesvirus disease (KHVD) powoduje wirus nalezgcy do
rodziny Herpesviridae nazywany przez Miedzynarodowy Urzagd do Spraw Epizootii (OIE),
herpeswirusem koi (KHV) a takze cyprinus herpesvirus 3 (CyHV-3). Nalezy do grupy wiruséw, u
ktorych materiatem genetycznym jest DNA. Powoduje ostrg i zarazliwg wiremie u wszystkich
odmian karpia (Haenen, 2004). Wedtug Crane i in. (2004) wirus wystepuje w Polsce, Wielkiej
Brytanii, Belgii, Danii, Niemczech, Holandii, Szwajcarii, Luksemburgu, Wtoszech, Austrii, i Francji, w
Ameryce (Stany Zjednoczone), w Azji (Izrael, Indonezja, Chiny, Taiwan, Japonia) i w Afryce (RPA).
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Karpie majgce stycznos$¢ z wirusem sg do korca zycia jego nosicielami, stanowigc tym samym
zagrozenie wybuchem choroby w sprzyjajgcych warunkach srodowiska. Wirus jest spokrewniony z
CyHV-2 oraz z wirusem ospy karpiowej CyHV-1. Z czynnikéw srodowiskowych majgcych wptyw na
wirusa, najbardziej istotna jest temperatura. Wiekszos¢ epizoocji wystepuje wiosng i jesienig w
temperaturze 18-26°C (Bretzinger, 1999, Hedrick, 2000). Wirus najszybciej replikuje sie w
temperaturze 20-25°C, zas nie replikuje sie w temperaturze powyzej 30. i ponizej 4°C (Gilad, 2003).
Zgodnie z dyrektywg Rady Unii Europejskiej nr 2006/88/WE z dnia 24 pazdziernika 2006 roku, wirus
KHV wraz z SVC stanowi jednostke chorobowg zwalczang z urzedu i podlegajgca obowigzkowi
zgtoszenia. Objawami klinicznymi sg zmiany na skdrze przypominajace poparzenia srodkami
chemicznymi. Skora staje sie szorstka, w wielu miejscach wystepuja ogniska martwicze z silnymi
przekrwieniami. Charakterystyczny dla ostrej formy choroby jest obrzek skrzeli. S3 one blade lub
szarawe z licznymi ciemnymi plamkami i ogniskami martwiczymi na listkach skrzelowych. Ryby staja
sie osowiate, gromadzg sie przy doptywie lub urzadzeniach napowietrzajgcych wode, tracg apetyt.
Zachorowalnoéé jest bardzo wysoka, siega az 80-100%. Smiertelno$¢ w zaleznoéci od temperatury
oscyluje w granicach 70-80% przy 17°C a powyzej 20°C dochodzi do 100% (Bretzinger, 1999,
Walster, 1999).

Gatunki spetniajgce kryteria umieszczenia na liscie jako podatne na zakazenie KHV zgodnie
Kodeksem Zdrowia Zwierzagt Wodnych, publikowanego przez Miedzynarodowy Urzad do Spraw
Epizootii (OIE) to wszystkie odmiany i podgatunki karpia (Cyprinus carpio) oraz mieszance karpia
(np. karpiokarasie Cyprinus carpio x Carassius auratus, Cyprinus carpio x Carassius carassius).
Gatunkami, dla ktérych nie ma wystarczajgcych dowoddw, aby spetni¢ kryteria umieszczenia ich na
liscie jako podatne na zakazenie KHV s3: karas chinski (Carassius auratus), amur biaty
(Ctenopharyngodon idella) i karas pospolity (Carassius carassius). Ponadto, zgtoszono pozytywne
wyniki reakcji PCR i/lub hybrydyzacji in situ ale nie wykazano replikacji dla nastepujgcych gatunkow:
jesiotr rosyjski (Acipenser gueldenstaedtii), bester (hybryda sterlet Acipenser ruthenus x bieluga
Huso huso), jesiotr ostronosy (Acipencer oxyrinchus), jaz (Leuciscus idus), pto¢ (Rutilus Rutilus), lin
(Tinca Tinca), totpyga biata (Hypophthalmichthys molitrix), kietz zdrojowy (Gammarus pulex), $liz
pospolity (Barbatula barbatula), jazgarz (Gymnocephalus cernua), okon pospolity (Perca fluviatilis),
szczezuja wielka (Anodonta cygnea).

Istniejg liczne wyniki badan opisujgce sposoby transmisji wirusa KHV przez organizmy
wektorowe na gatunki wrazliwe. Badania przeprowadzone w Japonii wykazaty obecnos¢ DNA
wirusa w probkach planktonu, w szczegélnosci u gatunkéw z rodzaju Rotifera (Minamoto i in.,
2011). KHV stwierdzono réwniez metoda PCR u szczezui wielkiej (Anodonta cygnea) i kietzy
(Gammarus pulex) (Kietpinski i in., 2010) oraz u wedrownych dzikich kaczek z rodzajéw Anas,
Mareca, Spatula i Oxyura (Torres-Meza i in., 2020).

Po raz pierwszy w Polsce potwierdzono wystepowanie KHV w czerwcu 2004 roku
(Bergmanniin., 2006). Detekcji dokonano na probach karpia, ktére zostaty dostarczone do analizy,
do Rzadowego Instytutu Chordb Wirusowych w Riems (Niemcy). Wirusa KHV wykryto w dwdch z
trzech préb przy uzyciu réznych testéw PCR. Wyniki PCR potwierdzono metoda nested PCR i
hybrydyzacji in situ. Kolejne testy przeprowadzono z wykorzystaniem tkanek skrzeli, mézgu i nerek.
Prébki pozyskano rowniez od osobnikdw, ktére przetrwaty okres $nie¢, i nie wykazywaty klinicznych
objawdéw choroby. Obecnos¢ DNA KHV przeprowadzono za pomocg technik PCR i nested PCR jak
réwniez za pomocg hybrydyzacji in situ przy uzyciu réznych sond Bergmann i in. (2006), Kempter i
in. (2008).
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Szkody wyrzadzone przez wirusa KHV stanowig zagrozenie dla stabilnosci ekonomicznej
hodowli karpi w stawach. Wedtug Karnai i Szlics (2018) roczna produkcja karpia spadfa w Polsce o
2,3%, gtéwnie z powodu choréb koi herpeswirusowych (KHV).

1.3.3. Ospa karpi

Ospa karpi (Carp pox) wywotywana jest przez wirusa CyHV-1, nalezgcego do rodziny
Herpesviridae. Nalezy do grupy wirusow DNA i infekuje gtéwnie karpie pospolite i inne karpiowate
(karasia pospolitego, hybrydy karpia pospolitego x karasia chinskiego) powyzej pierwszego roku
zycia (Rahmati-Holasoo, 2020). Jak wykazaty badania wirus CyHV-1 nie powoduje $nie¢ amura
czarnego (Mylopharyngodon piceus), amura biatego (Ctenopharyngodon idella), totpygi biatej
(Hypophthalmichthys molitrix) i leszcza (Abramis brama) (Su i Su, 2018). Schubert (1966)
udowodnit, ze czynnikiem etiologicznym tej choroby jest wirus opryszczki a nie wirus ospy. CyHV-1
zostat wykryty w rybach w wiekszosci krajow europejskich, USA, Izraelu, Rosji i czesci Azji (Chiny,
Japonia, Korea i Malezja). CyHV-1 powoduje ostrg ogélnoustrojowg smiertelng chorobe u narybku.
Wirus ma zdolnos$¢ wzrostu w zakresie temperatur od 10-30°C. Ospa moze wystepowaé w niskich i
umiarkowanych temperaturach od pdznej zimy do wczesnego lata. Objawia sie przerostem
naskérka. W jednym lub kilku miejscach mogg pojawic¢ sie plackowate zmiany. W skrajnych
przypadkach gruby, mlecznobiaty nalot moze pokry¢ prawie catg rybe. W pierwszych etapach
choroby rozrosty ospowe sg ptaskie, twardawe i przejrzyste, pdzniej nabierajg mlecznej barwy.
Nastepstwem choroby jest zahamowanie wzrostu ryb a niekiedy nawet ich wychudzenie. Ciato
zainfekowanego osobnika jest nienaturalnie gietkie i ma tendencje do odksztatcania. Objaw ten
wynika z braku zwigzkéw mineralnych w organizmie ryb, zwtaszcza wapnia i fosforu w kosciach.
Ryby chore wykazujg atonie miesni (Antychowicz, 2004). Doroste osobniki, ktore przetrwajg
infekcje zostajg bezobjawowymi nosicielami, wykazujgc sezonowe (zima/wiosna) przypadki
przerostu naskoérka lub pojawienia sie narosli podobnych do brodawczakéw, w temperaturze 9—
16°C. (Radosavljevi¢, 2017). Smiertelnoé¢ u wylegu dwutygodniowego po zakazeniu
eksperymentalnym moze wynosic¢ ponad 80%, natomiast w przypadku wylegu czterotygodniowego
osigga poziom do 30%. (Antychowicz, 2004).

1.3.4. Martwica uktadu krwiotwdrczego karasi

Martwica uktadu krwiotwdrczego karasi (goldfish hemopoietic necrosis) wywotywana jest
przez Herpeswirusa CyHV-2 (Antychowicz, 2014). Wirus infekuje ryby z rodzaju Carassius, czyli
karasia ztocistego Carassius auratus auratus i karasia srebrzystego Carassius gibelio. W 2019 roku
wykryto jednak jego bezobjawowe nosicielstwo u karpia pospolitego (Panicz i in, 2019). Wirus
rozprzestrzenit sie w krajach Europy i Azji a takze w Ameryce Pétnocnej i Oceanii (Goodwin, 2006;
Becker, 2014; Adamek, 2018). Objawami choroby sg letarg, martwica skrzeli, blados$¢ skéry ze
Sluzowatymi przypominajgcymi pecherze krostami (Panicz i in., 2019). Wirus powoduje pogorszenie
stanu nerek i watroby prowadzace do $mierci ryb. Smiertelno$¢ wynosi od 50 do 100% (Jeffery,
2007).

1.3.5. Carp edema virus disease (CEVD), $pigczka karpi koi (Koi sleepy disease, KSD)
Carp edema virus (CEV) zostat wyizolowany z karpi koi w Japonii w prefekturze Hiroshima i
Niigata w 1974 r. Od tego czasu zaczat on poszerzaé spektrum swojego wystepowania (Ono, 1986).
W latach 90-tych uwazano, ze czynnikiem etiologicznym CEV jest wirus obrzeku karpia a w roku
2000 potwierdzono, ze ten sam wirus powoduje $pigczke karpi koi (koi sleepy disease -KSD).
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(Matras iin., 2022). W Europie po raz pierwszy pojawit sie w Anglii w 2009 r. (Way i in., 2017) aw
roku 2012, réwniez w Anglii po raz pierwszy stwierdzono obecnos¢ wirusa u karpia
konsumpcyjnego. (Matras i in., 2022). W Polsce jego wystepowanie po raz pierwszy potwierdzit
Matras z zespotem (2017) dodatkowo definiujgc 3 odrebne polskie izolaty. Zgodnie z danymi
Wspdlnotowego Laboratorium Referencyjnego w zakresie chordb ryb, stwierdzono wystepowanie
CEV w 2020 roku rowniez w Anglii, Austrii, Belgii, Czechach, Wtoszech, Wegrzech, Chorwacji, Danii,
Francji, Holandii, Irlandii, Niemczech, Serbii i Polsce (Vendramin i Olsen, 2021). CEV nalezy do grupy
poxwirusdw. Wirus wykazuje powinowactwo do komérek epitelialnych skrzeli i skéry (Matras i in.,
2022). CEV nie stanowi zagrozenia dla cztowieka natomiast wywotuje stany chorobowe u wszystkich
grup wiekowych karpi hodowlanych. Smiertelno$é ryb powodowana CEV jest bardzo (80-100%),
zwtaszcza u osobnikéw mtodych, podczas transportu do innej hodowli (Lewisch iin., 2015). Miyazaki
i in. (2005) na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzili, ze intensywny rozwdj KSD nastepuje
po 4-5 dniach od zainfekowania a $miertelno$¢ moze dochodzi¢ do 76%. Sniecia ryb spowodowane
CEV w Japonii zaobserwowano przy temperaturze wody w granicach 13-25°C, za$ w Anglii okoto 6-
9°C (Matrasiin., 2022). Widocznymi objawami nienaturalnego zachowania sie zainfekowanych ryb
jest silny letarg. W takim przypadku ryby zbierajg sie pod powierzchnig wody z objawami dusznosci
lub lezg na dnie stawu. Nietypowe zachowanie wynika ze spowolnienia proceséw zyciowych u ryb
wskutek niedotlenienia, powstatego na skutek patologicznych zmian w skrzelach. U zarazonych ryb
zaobserwowano réwniez obrzek i martwice skrzeli, hiperplazje, zapadniecie sie gatek ocznych,
wybroczyny na ptetwach, zmiany patologiczne na skérze, czesto w okolicy jamy gebowej i odbytu,
dodatkowo obrzek catego ciata u osobnikéw mtodocianych (Antychowicz, 2017, Lewish, 2015).
Wirus nie namnaza sie w liniach komdrkowych i do diagnostyki stosuje sie techniki biologii
molekularnej (Matras i in., 2022). Obecnie istniejg nieliczne badania dotyczace przebiegu epizoocji
u ryb wrazliwych. Miyazaki i in. (2005) zaobserwowali, ze kapiel zakazonych CEV ryb w 0,5%
roztworze chlorku sodu zapobiega rozwojowi postaci klinicznej i Snieciom ryb, zas Seno i in. (2003)
stwierdezili, ze kagpiel karpi z objawami klinicznymi w roztworze soli, pozwolita im zredukowac liczbe
$nietych ryb. Zmiany spowodowane namnazajgcym sie wirusem CEV w skrzelach doprowadzajg do
uposledzenia gospodarki jonowej zaburzajgcej funkcjonowanie narzgdéw, w konsekwencji
doprowadzajac do $niecia. Kgpiel zakazonych ryb w roztworze soli znacznie szybciej przywraca
prawidtowy poziom wewnetrznej homeostazy w poréwnaniu do ryb, niepoddanych kapieli (Seno i
in., 2003). W Polsce na podstawie badan Matrasa i in. w latach 2015-2017 wirusa CEV wykryto u
karpia i karpia koi w wielu gospodarstwach rybackich. W 2015 roku CEV wykryto w rybach z 20 na
54 badanych obiektéw hodowlanych, w 2016 roku w 14 na 67 w 2017 roku w 10 na 42, w 2018 roku
w 13 na 55, w 2019 roku w 5 na 48, w 2020 roku w 1 na 50, w 2021 roku nie wykryto obecnosci
wirusa w zadnym z 50 lokalizacji a w 2022 roku wirusa wykryto w 2 na 14 (Matrasiin., 2022). Celem
oceny potencjalnych wektoréw wirusa Matras i in. (2019) przeprowadzili probe eksperymentalng i
uzyskali pozytywne wyniki dla uklei, karasia pospolitego, okonia europejskiego, karasia
srebrzystego, ptoci i lina. Te gatunki ryb byty eksperymentalnie przetrzymywane z karpiami
zakazonymi CEV w temperaturze 16°C.
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2. CEL PRACY

Celem pracy byto okreslenie stopnia zainfekowania wirusem CEV karpia Cyprinus carpio
oraz wybranych gatunkow ryb pochodzacych ze zlewni Odry i wytypowanych gospodarstw hodowli
karpia. Brak danych dotyczacych obecnosci CEV w zlewni Odry oraz brak mozliwosci okreslenia drég
rozprzestrzeniania sie wirusa CEV pozwolit zdefiniowac cele szczegétowe:

1. zdefiniowanie gatunkéw wektorowych wsrdd ichtiofauny umozliwiajgcych transmisje
poziomg wirusa w srodowisku,

okreslenie tropizmu CEV poprzez zastosowanie hybrydyzacji in situ,

analiza pozyskanych sekwencji fragmentu genomu CEV w kontekscie ewoluowania nowego

izolatu w wodach Polski,

4. wskazanie potencjalnych sciezek transmisji CEV w $rodowisku wodnym.
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3. MATERIAt | METODY

3.1. Materiat do badan

Materiat do badan wirusologicznych stanowity ryby pozyskane z wéd naturalnych i obiektéw
hodowlanych karpia w okresie wiosenno — jesiennym w 2017 i 2018 r. W 2017 roku zebrano tgcznie
469 sztuk reprezentujgcych czternascie gatunkdéw z siedmiu lokalizacji. Do gatunkdéw tych naleza:
pto¢ (Rutilus rutilus) (n=101), sandacz (Sander lucioperca) (n=60), okon (Perca fluviatilis) (n=76),
babka $niadogtowa (Neogobius melanostomus) (n=8), karas pospolity (Carassius carassius) (n=35),
karp (Cyprinus carpio) (n = 114), certa (Vimba vimba ) (n=12), rozpiodr (Ballerus ballerus ) (n=9),
stornia (Platichthys flesus) (n=14), totpyga pstra (Hypophthalmichthys nobilis) (n=6), lin (Tinca tinca)
(n=5), sum europejski (Silurus glanis) (n=6), amur (Ctenopharyngodon idella) (n=21) oraz szczupak
(Esox lucius) (n=2).

Rycina 1. Izolowanie DNA ze Swiezego materiatu (org).

Préby z Jeziora Dabie (n=136) oraz Zalewu Szczecinskiego (n=148) pochodzg z odtowdw
komercyjnych prowadzonych przez lokalnych rybakéw. Pozostate pochodzg z pieciu gospodarstw
hodowlanych: Gospodarstwo Rybackie 1 (GR1) (n=15), Gospodarstwo Rybackie 2 (GR2) (n = 39),
Gospodarstwo Rybackie 3 (GR3) (n = 6), Gospodarstwo Rybackie 4 (GP4) (n = 58) i Gospodarstwo
Rybackie 5 (GP5) (n = 67) (Tab. 1).

W 2018 roku zebrano tacznie 213 sztuk reprezentujgcych siedem gatunkéw ryb
pozyskanych z siedmiu lokalizacji. Do gatunkow tych naleza: pto¢ (Rutilus rutilus) (n=10), lin (Tinca
tinca) (n=10), karas pospolity (Carassius carassius) (n=10), ukleja (Alburnus alburnus) (n=10), okon
(Perca fluviatilis) (n=10), karp (Cyprinus carpio) (n=119) i karp koi (Cyprinus carpio koi) (n=44). Préby
z Zalewu Szczecinskiego (n=50) pochodzg z odtowdéw komercyjnych prowadzonych przez lokalnych
rybakow. Pozostate pochodzg z szesciu gospodarstw hodowlanych: Gospodarstwo Rybackie 2 (GR2)
(n=90), Gospodarstwo Rybackie 5 (GR5) (n=13), Gospodarstwo Rybackie 6 (GR6) (n=15),
Gospodarstwa Rybackiego 7 (GR7) (n=15), Gospodarstwa Rybackiego 8 (GR8) (n=15), Gospodarstwa
Rybackiego 9 (GR9) (n=15) (Tab.2).



Tabela 1. Zestawienie lokalizacji i gatunkdw w sezonie badawczym w 2017r.
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9 —
o) 4
o (%]
o) 2 c
GATUNEK o % $ GR1 GR2 GR3 GR4 GR5 SUMA
1<) N D
5 8
Pto¢ 50 48 3 101
Sandacz 36 24 60
Okon 50 24 2 76
Babka $niadogtowa 8 8
Karas pospolity 9 24 2 35
Karp 15 15 17 67 114
Certa 12 12
Rozpior 9 9
Stornia 14 14
Totpyga pstra 6 6
Lin 5 5
Sum europejski 6 6
Amur 21 21
Szczupak 2 2
SUMA 136 148 15 39 6 58 67 469
Tabela 2. Zestawienie lokalizacji i gatunkdw w sezonie badawczym w 2018r.
=z
z 2
Gatunek 29 GR2 GR5 GR6 GR7 GR8 GR9 SUMA
N
-
Ptoc 10 - - - - - - 10
Lin 10 - - - - - - 10
Karas pospolity 10 - - - - - - 10
Ukleja 10 - - - - - - 10
Okon 10 - - - - - - 10
Karp - 46 13 15 15 15 15 119
Karp koi - 44 - - - - - 44
SUMA 50 90 13 15 15 15 15 213
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Zalew Szczecinski

Jezioro Dahie

Olsztyn

Bydgoszcz Biatystok

Gorzow @

Wielkopolski

Torun

Poznani
Warszawa

Zielona Géra

Lublin

Wroctaw

Opole Kielce

Katowice

Rzeszow

Rycina 2. Lokalizacje poboréw ryb do badan. (Zarys mapy pobrany z strony internetowej fabrykapuzzli.pl,
obrobiony graficznie przez Autora w programie canva.com).
Badania przeprowadzono tgcznie na 682. rybach reprezentujacych 16 gatunkéw z 11.
lokalizacji w Polsce. W tabeli 3 przedstawiono wykaz obiektéw hodowlanych i wéd otwartych oraz
liczebnos¢ préb.

Tabela 3. Wykaz przebadanych obiektéw hodowlanych i wod otwartych oraz liczebnos¢ préb.

Lokalizacja Liczebnos¢
Jezioro Dabie 136
Zalew Szczecinski 198
GR1 15
GR2 129
GR3 6
GR4 58
GR5 80
GR6 15
GR7 15
GR8 15
GR9 15

Zestawienie lokalizacji i gatunkéw w latach 2017 i 2018 obrazuje tabela 4. Po
przetransportowaniu ryb do laboratorium z kazdej pobierano fragmenty tkanek w celu wykonania
badan pod katem detekcji CEV. Materiat biologiczny umieszczano w jednorazowych probéwkach
typu Eppendorf 1.5 ml i schtadzano do temperatury 4°C w przypadku krétkotrwatego
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przechowywania do dalszych analiz. W przypadku dtugotrwatego przechowywania, materiat
biologiczny zabezpieczano poprzez umieszczenie fragmentéw tkanek w alkoholu izopropylowym
((CH3)2CHOH). Do czasu analiz materiat zakonserwowany w ten sposéb przechowywano w

temperaturze pokojowej.

Tabela 4. Liczebnos¢ pozyskanych ryb w zaleznosci od gatunku i miejsca poboru w latach 2017-2018.

s 3
a 2 c
o =2 § GR1 GR2 GR3 GR4 GR5 GR6 GR7 GR8 GR9 SUMA
Pto¢ 50 58 3 111
Sandacz 36 24 60
Okon 50 34 2 86
s'nia?fgﬁiwa 8 5
Kara$ pospolity 19 24 2 45
Karp 15 61 17 80 15 15 15 15 233
Karp koi 44 44
Certa 12 12
Rozpior 9 9
Stornia 14 14
Totpyga pstra 6 6
Lin 10 5 15
Sum europejski 6 6
Amur 21 21
Szczupak 2 2
Ukleja 10 10
SUMA 136 198 15 129 6 58 80 15 15 15 15 682

3.2. Metodologia analiz molekularnych

3.2.1. Izolacja DNA

Ekstrakcje DNA przeprowadzono przy uzyciu zestawu Genomic Mini Kit (A&A
Biotechnology, Polska), zgodnie z instrukcjami producenta doftgczonymi do zestawu. Fragmenty
skrzeli o masie 10-15 mg rozdrabniano i umieszczano w probdwce reakcyjnej o pojemnosci 1,5 ml.
Dodawano 100 ml buforu TRIS (Biotechnology, Polska), 50 ml roztworu lizujgcego LT
(Biotechnology, Polska) oraz 20 ml proteinazy K (Biotechnology, Polska). Nastepnie inkubowano w
50°C do catkowitego strawienia tkanki (okoto 3h). Probki mieszano poprzez worteksowanie.
Czynnos¢ ta byta wykonywana kilkukrotnie w trakcie procesu trawienia. Po zakoriczeniu etapu
trawienia do préb dodawano 150 ml roztworu lizujgcego LT i inkubowano przez 5 min w 70°C.
Nastepnie probki intensywnie worteksowano przez 20 s a potem wirowano przez 3 min przy 10
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000rpm. Otrzymane w ten sposéb supernatanty przenoszono na kolumny ze ztozem
krzemionkowym. Kolejnym etapem byto oczyszczenie zwigzanego na kolumnie materiatu DNA,
przez dwukrotne przemywanie kolumn buforem ptuczgcym A1l (Biotechnology, Polska) o objetosci
500 ml oraz A2 (Biotechnology, Polska) o objetosci 400 ml. Po kazdorazowym dodaniu odczynnika
proba byta wirowana odpowiednio przez 1. i 2. min przy 10 000rpm. Osuszone minikolumny
przenoszono do nowych probéwek typu Eppendorf 1,5 ml. Proces elucji przeprowadzono
podgrzanym do 70°C buforem TRIS w objetosci 200 ml. Prébki inkubowano przez 2 min w
temperaturze pokojowej a nastepnie wirowano przy 10 000rpm.

Ocene uzyskanych izolatéw DNA przeprowadzono za pomocg elektroforezy horyzontalnej.
Rozdziat izolatow wykonano w 1,5% zelu agarozowym. Roztwér z odmierzong iloscig agarozy
BASICA GQT (Prona) jak i buforu TBE (Fermentas) podgrzewano do chwili uzyskania klarownej i
jednorodnej cieczy, nastepnie studzono i dodawano bromek etydyny (EtBr, MP Biomedicals). Ciecz
umieszczano w statywie formujgcym i po zastygnieciu zelu nanoszono po 8 ml izolatu, do kazdej ze
studzienek. Elektroforeza odbywata sie w komorze Wide Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad) napetnionej
buforem TBE (Fermentas) przy napieciu 80 V przez okres 45 min. Nastepnie zel umieszczano w
systemie do wizualizacji Gel Doc XR (Bio-Rad) i prowadzono ocene jakosciowq izolatow z
wykorzystaniem programu Quantity One (Bio-Rad). Ocene jakosciowg oraz czystos¢ izolatéw
oceniano przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop 2000 UV (ThermoScientific).

Jakosciowa i ilosciowa analiza uzyskanych izolatdw DNA wykazata, ze metoda kolumnowa
umozliwita pozyskanie izolatdw DNA charakteryzujgcych sie wysokim stopniem czystosci (A260 /
A280 = 1,8-2,0) oraz odpowiednig koncentracjg do przeprowadzenia kolejnych etapéw diagnostyki
molekularnej (Ryc. 3).

55860 Sample O: 9GO Pedestal
&0 Type:  DRA - |50,00
55
Conc. 3344 ngipl  ~
50
AZB0 (10 mm path) 6,688
45
A280 (10 mm path) 3421
40
260/ 230 1,95
15
2804 230 218

30

10mm &bsorbance

25 [¥] Baseling correction | 340 | nm

20

05

00
2200 7h0 240 B0 B0 zvn | zBo 280 300 0 @0 380 34030
‘wl avelength [m]

285nm 2 367Ahs

# Sample ID Uszer name Date and Time MNucleic Acid Canc. Unit AZBD AZ80 260280 260230 Sample &

5 4G0 Wiasciciel 2018-0B-13 14:17 |1580 ngfpl 3,179 1,629 188 2,24 DNA

A G0 Wiasciciel 2018-06-13 1417 1935 ng/Wl | 3.869 2,028 191 2,27 DA

7 BGO 2018-06-13 1418 |261.0 ng/Wl 5220 2,708 183 2,24 DA

g 201 13 14:18 ng/ul 6,787 3,500 184 2,18 DA
la_soc 3 g5 218 DN

Rycina 3. Przyktadowy wynik oceny jakosSciowej oraz czystosci izolatéw DNA.
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3.2.2. Amplifikacja

3.2.2.1. PCR

Stwierdzenie zainfekowania pobranych tkanek CEV polega na potwierdzeniu wystepowania w
nich sekwencji znanego fragmentu DNA kodujgcego biatko rdzeniowe P4a przy uzyciu standardowej
procedury tancuchowej reakcji polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction — PCR) i nested PCR
(Matrasiin., 2017). tanncuchowa reakcja polimerazy to technika powielania okreslonego fragmentu
DNA, usytuowanego pomiedzy dwiema znanymi sekwencjami nukleotyddw. Reakcja ta zachodzi in
vitro i sktada sie z trzech powtarzalnych cykli. Pierwszym z nich jest denaturacja, kolejnym
przytaczanie starteréw i ostatnim wydtuzanie taricucha DNA (elongacja). Poszczegdlne etapy
tworzace jeden cykl reakcji réznig sie czasem trwania oraz temperaturg (Nowak i Gruszczynska,
2007). Wszystkie etapy reakcji PCR przebiegaty zgodnie z profilem termicznym opublikowanym u
Matrasa i in. (2017). Pierwszym etapem byta wstepna denaturacja w 95°C przez 5 min, nastepnie
denaturacja w 95°C przez 1 min, przytaczanie starteréw w 55°C przez 1 min, reakcja polimeryzacji
w 72°C przez 1 min, korcowe wydtuzanie przez 10 min oraz schtodzenie prébek do 4°C. Nested PCR
(PCR ,zagniezdzony”) jest to rodzaj reakcji PCR, w ktdrym przy uzyciu dwdch par starteréow, gdzie
pierwsza para starterow, amplifikuje wiekszy fragment DNA a druga para ,zagniezdzona”
amplifikuje kolejny fragment, znajdujgc miejsce przytaczania w obrebie pierwszego. Matryce dla
starteréw zagniezdzonych stanowi produkt pierwszej reakcji PCR (Nowak i Gruszczyriska, 2007).

Fragment sekwencji DNA kodujgcy biatko P4a wykrywano za pomoca reakcji nested PCR z
uzyciem starterow (tab. 5), zgodnie z metodyka opisang przez Matrasa (2017).

Tabela 5. Startery uzyte w celu wykrycia biatka P4a w konwencjonalnym i nested PCR.

Wielkos¢ produktu

Nazwa startera Sekwencja startera PCR Zrédto
CEV for B 5’-ATGGAGTATCCAAAGTACTTAG-3’ 528 pz
CEV rev) 5’-CTCTTCACTATTGTGACTTTG-3’ 528 pz
Matrasiin. 2017
CEV for B - int 5’-GTTATCAATGAAATTTGTGTATTG-3’ 478 pz
CEVrev)-int 5’-TAGCAAAGTACTACCTCATCC-3’ 478 pz

Produkt reakcji PCR z uzyciem starteréw CEVforB/CEVrev) zostat uzyty jako matryca dla
drugiej reakcji nested PCR z uzyciem starteréw CEVforBint/CEVrevlint. Startery zostaty
zsyntetyzowane przez firme Genomed (Warszawa, Polska). PCR przeprowadzono w catkowitej
objetosci 25 ml przy uzyciu GoTag G2 Green MasterMix (Promega) (Tab. 6). Reakcje
przeprowadzono w termocyklerze Mastercycler personal (Eppendorf). W kazdej reakcji uzyto proby
negatywnej, zawierajgcej wode zamiast matrycy oraz préby pozytywnej, ktérg stanowito DNA
wirusa CEV pozyskanego z laboratorium referencyjnego (Rzgdowy Instytut Chordb Wirusowych w
Riems (Niemcy). Kazdorazowo po zakonczeniu reakcji produkty rozdzielano elektroforetycznie,
zgodnie z procedurg opisang dla rozdziatu izolatéw DNA.

Tabela 6. Sktad mieszaniny PCR.

Woda
GoTaq G2 G
demineralizowana o'aq r.een Starter - F Starter - R Matryca DNA
Master Mix
(PCR grade)

6,5 ml 12,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 5ml
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Wyniki kazdej reakcji PCR oceniano przez rozdzielenie produktéw PCR w 1,5% zelu
agarozowym, a pozytywne préby nastepnie sekwencjonowano dwukierunkowo technikg Sangera.

3.2.2.2. Real-Time PCR

Weryfikacja obecnosci DNA CEV w pozyskanych prébach zostata przeprowadzona metodg real-
time PCR w Rzgdowym Instytucie Choréb Wirusowych w Riems (Niemcy) z wykorzystaniem zestawu
firmy Roche (Niemcy). Real-time PCR rézni sie od innych metod PCR tym, ze mozemy dokona¢
analizy przyrostu produktow reakcji PCR po kazdym cyklu reakcji, a wiec w czasie rzeczywistym. Do
analizy uzyto starteréw opisanych przez Matrasa (2017). Startery (tab. 7) zostaty zsyntetyzowane
przez firme Genomed. Ta sama firma zaprojektowata i dostarczyta odpowiednie sondy. PCR
przeprowadzono w catkowitej objetosci 25 ml przy uzyciu QuantiTect multiplex PCR NoROX kit
(Qiagen) (Tab. 8). Od konca 5’ sonda wyznakowana zostata barwnikiem fluorescencyjnym FAM. Na
koncu 3’ umieszczono wygaszacz fluorescencji BHQ-1. Reakcje przeprowadzono w termocyklerze
Mx 30005 P QPCR system (Stratagene). W kazdej reakcji wykorzystano réwniez probe pozytywng z
Rzadowego Instytutu Chordéb Wirusowych w Riems.

Tabela 7. Startery uzyte w celu wykrycia biatka P4a w real-time PCR.

Nazwa startera Sekwencja startera Zrédto
CEVgForl 5’-AGTTTTGTAKATTGTAGCATTTCC-3’
CEVgRevl 5’-GATTCCTCAAGGAGTTDCAGTAAA -3’ Matras i in. 2017

CEVgProbel 5 -AGAGT TTGTTTCTTGCC ATACAAACT-3’

Tabela 8. Sktad mieszaniny do real-time PCR.

Woda GoTaq G2 Starter przedni - Starter
destylowana Green Master E wsteczny - R Sonda TagMan Matryca DNA
(PCR grade) Mix ¥

6,25 ml 12,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,25 ml 5ml

Oba protokoty — konwencjonalne PCR i real time PCR zostaty opracowane w laboratorium CEFAS w
Weymouth (UK) i sg dostepne dla laboratoriow.

3.2.2.3. Sekwencjonowanie i analiza sekwencji
Dwukierunkowe sekwencjonowanie metodg Sangera zostato wykonane na zlecenie przez
firme Genomed. W Rzgdowym Instytucie Choréb Wirusowych w Riems (Niemcy) wykonano
sekwencjonowanie metoda Sangera w przy uzyciu kitu QIAquick Gel Extraction kit DNA Gel
(QIAGEN, Niemcy).

3.2.2.4. Hybrydyzacja in situ

Detekcje wirusa przeprowadzono w 2018 roku z wykorzystaniem zestawu odczynnikéw
firmy Roche (Niemcy) zgodnie z akredytowang metodyka opracowang w laboratorium Rzagdowego
Instytutu Choréb Wirusowych w Riems. Hybrydyzacja in situ (ISH) zostata wykonana przy pomocy
sondy molekularnej, aby zlokalizowaé specyficzng sekwencje wirusa CEV w preparatach
histologicznych. Materiatem do badan byty tkanki ryb z GR2 (n=6) i z GR9 (n=1), wczesniej
zidentyfikowane jako zarazone, zakonserwowane w izopropanolu. Do hybrydyzacji wykorzystano
skrzela, skére, nerke i Sledzione z siedmiu ryb (tab. 9).
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Tabela 9. Zestawienie prébek tkanek (nerka, Sledziona, skrzela i skéra) karpi poddanych hybrydyzacji in situ.

Symbol gospodarstwa rybackiego Oznaczenie laboratoryjne préby
GR2 DC1
GR2 DC1
GR2 DC2
GR 2 DC2
GR2 DC4
GR2 DC4
GR2 DC7
GR 2 DC7
GR 2 DC8
GR2 DC8
GR2 DC9
GR 2 DC9
GR9 9SK
GR9 9SK

Utrwalenie tkanek przeprowadzono zgodnie z metodg Davidsona. Dehydratacje,
impregnacje i zatapianie wykonano maszynowo automatycznie (Tissue-TEK® VIP, Miles Scientific).
Odpowiednio zakonserwowane preparaty pocieto na mikrotomie i przeniesiono na szkietka
podstawowe SILICAN-PREP™ SLIDES (Sigma, Niemcy). Rejon zajscia reakcji na szkietku obrysowano
markerem PapPen (Faust Nord, Merck, Niemcy) majgcym zapobiec wyptywaniu odczynnikéw z
badanej tkanki. Nastepnie w zaznaczonym polu traktowano prébe proteinazg K (Appligen, France)
(100 mg/ml) zawieszong w buforze TE (50 mM Tris, 10 mM EDTA), dodano po 200 ml na preparaty,
po czym inkubowano je przez okres 20 min w tazni wodnej o temperaturze 37°C. Prébki nastepnie
przeptukiwano 99,8% alkoholem i zostawiono na 1min do wyschniecia. Po wyschnieciu ponownie
obrysowywano preparaty markerem PapPen (ryc. 4). Badane skrawki tkanek przykrywano
szkietkiem nakrywkowym i umieszczono na nagrzanej do temperatury 95°C ptycie (Eppendorf
Mastergradient) przez okres 5 min, w celu wywotania procesu denaturacji. Po denaturacji preparaty
zostaty gwattownie schtodzone, poprzez umieszczenie ich na lodzie przez 2 min. Hybrydyzacje in
situ prowadzono w oparciu o dodane wilosci 5 pul homogenaty z tkanek miekkich izolowane z karpia
koi i karpia hodowlanego.

Kolejno umieszczono szkietka na catg noc w tazni wodnej, gdzie w temperaturze 42°C
zachodzit proces hybrydyzacji. Roztwér do hybrydyzacji (po 200 ml na preparat) sktadat sie z
roztworu Denhardta, SSC (NaCl, cytrynian sodu, pH 7,0), BSA oraz sond molekularnych. Nastepnego
dnia po Sciggnieciu szkietek nakrywkowych, ptukano preparaty 0,4 x SSC (2 x 5 min) podgrzanym do
42°C, aby usungé¢ zwigzane niespecyficzne sondy. Preparaty po raz kolejny inkubowano w
temperaturze 42°C przez okres 10 min. Roztwory DIG 1 ((0.1 M kwas maleinowy (11,61 g) Sigma,
Niemcy, 0,15 M NaCl (8,766 g)) i DIG 2 (1 g reagentu z kitu DIG Nucleic Acid Detection Kit, Boehringer
Mannheim, Niemcy w 100 ml buforu DIG1) postuzyty do wybarwien przeciwciat. Na badane tkanki
naniesiono po 200 ml kazdego z roztwordow i inkubowano je 30 min pod folig w temperaturze
pokojowej. Kolejnym etapem byto zrGwnowazenie badanych sekcji roztworem DIG 3 (0,10 M Tris
(12,11 g), 0,10 M Nacl (5,844 g), 0,05 M MgCl, (10,165 g)) przez 10 min w temperaturze pokojowe;.
Nastepnie zatrzymano proces odbarwianie uzywajgc roztworu DIG 4 (100 mM Tris-HCI, 0,001 M
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EDTA). W celu zréznicowania stopnia zainfekowania komadrek uzyto barwienia kontrastowego
roztworem Bismarck Brown Y (Sigma, Niemcy). Umozliwia to obserwacje zmian w komodrkach
nadajac im odpowiedni kolor. Wysokie stezenie DNA wirusa mozna stwierdzi¢, w przypadku
obserwowania zmian koloru fioletowo — czarnego a zmiany o kolorach czerwono — fioletowym
Swiadczg o mniejszym stopniu zainfekowania przez wirusa.

Rycina 4. Poligony obrysowane z wykorzystaniem PapPen podczas hybrydyzacji in situ.

3.3. Opracowanie bioinformatyczne wynikéw

Produkty sekwencjonowania zostaly poddane analizie bioinformatycznej przy uzyciu
programow Geneious Prime 8.0 (https://www.geneious.com) oraz BLAST-n, dostepny w bazie NCBI
(National Center for Biotechnology Information), ktére pozwolity ustali¢ poziom podobienstwa
pomiedzy sekwencjami. W programie Geneious Prime uliniowano wszystkie uzyskane sekwencje
wirusa CEV i na podstawie matrycy dystanséw stworzono drzewo najwiekszej wiarygodnosci (ang.
Maximum Likelihood). Analize wynikéw hybrydyzacji in situ przeprowadzono z uzyciem mikroskopu
fluorescesyjnego (Nikon Eclipse E-600). Dane opracowano i obliczano przy uzyciu arkusza
kalkulacyjnego programu Excel (Microsoft Office).
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4. WYNIKI

4.1. Wystepowanie CEV. Tropizm wirusa CEV

4.1.1. Nested PCR

Najbardziej rozpowszechnionym biatkiem rdzeniowym wirusa CEV wystepujacym w
wirionie jest gtdwne biatko rdzeniowe P4a. Ten polipeptyd jest syntetyzowany w pdzniejszych
okresach podczas infekcji wirusowej (Heljasvaara i in. 2001). Biatko 4a jest syntetyzowane jako
prekursor o masie 102,5 kDA, ktory jest przetwarzany proteolitycznie do produktu o masie 62 kDa
wraz ze sktadaniem wirionu. W celu identyfikacji szlaku, za pomoca ktérego P4a jest przeksztatcany
w 4a, opracowano zestawy immunologiczne, specyficzne dla podregiondw prekursora P4a i
zastosowano je w potgczeniu z procedurami mapowania peptydéw i sekwencjonowania biatek.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze prekursor P4a sktadajacy sie z 891 aminokwasdw jest rozszczepiany
w dwdch miejscach, pomiedzy resztami 614 i 615 oraz 697 i 698. Zaréwno duze biatko 4a z koricem
aminowym (reszty 1-614), jak i pochodzace z korica karboksylowego biatko 23-kDa (reszty 698-891)
staje sie gtéwnym sktadnikiem wirionu. Lokalizacja matego wewnetrznego peptydu (reszty 615-697)
nie jest znana (Vanslyke i in. 1991). Rozdziat elektroforetyczny produktéw nested PCR wykazat
obecno$¢ DNA genu P4a CEV w 22. na 682. prébach pozyskanych do badai. Pozytywne wyniki
uzyskano dla 16. osobnikéw karpia pochodzacych z trzech lokalizacji (GR2, GR5 i GR9) oraz pieciu
osobnikéw lina, oSmiu osobnikéw ptoci, trzech osobnikow karasia i szesciu osobnikéw uklei z
Zalewu Szczecinskiego (tab.10, tab. 11).

Tabela 10. Zestawienie gatunkdw ryb z potwierdzonym nosicielstwem CEV.

Potwierdzone

Gatunek Nazwa tacifiska Odtowione sztuki nosicielstwo
Karp Cyprinus carpio 233 16 (7%)
Lin Tinca tinca 14 5(36%)
Pto¢ Rutilus rutilus 111 8 (7%)
Karas pospolity Carassius carassius 45 3(7%)
Ukleja Alburnus alburnus 10 6 (60%)
Tabela 11. Zestawienie lokalizacji z potwierdzonym nosicielstwem CEV.
Lokalizacja llo$¢ zbadanych ryb Potwierdzone nosicielstwo
GR2 129 14(11%)
GR5 80 1(1%)
GR9 15 1(7%)
Zalew Szczecinski 198 22(11%)

Proby dodatnie potwierdzono poprzez ich zsekwencjonowanie. Uliniowano sekwencje
pozyskane z 16. osobnikdw karpia (ryc. 21 i ryc. 22). W roku 2017 uzyskano pozytywne wyniki w
pieciu prébach a w roku 2018 w jedenastu (tab. 12, tab. 13). W oparciu o pozytywny wynik reakcji
nested PCR z uwzglednieniem kontroli pozytywnej mozna uzna¢ wynik dla lina, ptoci, karasia i uklei
jako wynik sporny. Z powodu braku mozliwosci uliniowania wyniki te nie zostaty dotgczone do
pracy. Mape epizootyczng z uzyskanymi wynikami przedstawiono na ryc. 5.
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Rycina 5. Lokalizacje poboru préb do badan. Lokalizacje z pozytywnym wynikiem badan (kolor czerwony),
lokalizacje wolne od wirusa CEV (kolor zielony) oraz lokalizacje z wynikiem spornym (kolor
pomaranczowy). (Zarys mapy pobrany z strony internetowe] fabrykapuzli.pl, obrobiony graficznie
przez Autora w programie canva.com).

Tab. 12. Zestawienie ilosciowe pozytywnych préb w poszczegdlnych latach i lokalizacjach.

Lokalizacja 2017r. 2018r.
GR 2 5 9
GR5 - 1
GR9 - 1
Zalew Szczecinski +/-22 (wynik sporny)
Suma: 5 33

Tabela 13. Oznaczenia préb pozytywnych skrzeli karpi. (*numery akcesyjne zgtoszone przez Autora w NCBI).

Lp. Oznaczenie probki Lokalizacja Rok Nr akcesyjny NCBI*
1 5 GR 5 2018 0Q469756
2 DC1 GR2 2018 0Q469757
3 DC2 GR2 2018 0Q469758
4 DC3 GR2 2018 0Q469759
5 DC4 GR2 2018 0Q469760
6 DC7 GR2 2018 0Q469761
7 DC9 GR2 2018 0Q469762
8 DC 10 GR2 2018 0Q469763
9 DC11 GR2 2018 0Q469764
10 DC 12 GR2 2018 0Q469765
11 9SK GR9 2018 0Q469766
12 235 GR2 2017 0Q469767
13 240 GR2 2017 0Q469768
14 243 GR 2 2017 0Q469769
15 244 GR 2 2017 0Q469770
16 245 GR 2 2017 0Q469771
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4.1.2. Real-Time PCR

Wartosci Ct, czyli punktu progowego detekcji dla izolatéw zawieraty sie w przedziale od
23,47 do 39,35. Ponizej wartosci 37 uznano negatywny wynik prébki ze wzgledu na ilo$é ponizej
progu detekcji metody. Uzyskano osiem pozytywnych wynikéw (tab. 14).

Tabela 14. Wykaz pozytywnych probek u karpia Cyprinus carpio przy zastosowaniu real-time PCR.

Lp. Numer prébki Lokalizacja Ct
1 DC4 GR2 36,67
2 DC7 GR2 28,26
3 DC8 GR2 24,44
4 DC9 GR2 23,47
5 DC 10 GR2 25,08
6 DC11 GR 2 24,55
7 DC12 GR2 24,82
8 5 GR5 28,2

4.1.3. Hybrydyzacja in situ
Potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego wirusa CEV zaobserwowano we

wszystkich osobnikach wytypowanych do przetestowania tej metodologii. W prébce DC1

potwierdzono obecnos¢ materiatu genetycznego CEV w skrzelach (ryc. 6) i skorze (ryc. 7).

Rycina 6. Potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego CEV w skrzelach karpia DC1.



33

Rycina 7. Potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego CEV w skorze karpia DC1.

Rycina 8. Potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego CEV w skrzelach karpia DC2.

W kolejnej prébce DC2 potwierdzono obecnos$é materiatu genetycznego CEV w skrzelach (ryc. 8),

skorze (ryc. 9) oraz nerce (ryc. 10).
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Rycina 9. Potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego CEV w skorze karpia DC2.

Rycina 10. Potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego CEV w nerce karpia DC2.

W kolejnej DC4 potwierdzono obecnos¢ materiatu genetycznego CEV w skrzelach (ryc. 11).
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Rycina 11. Potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego CEV w skrzelach karpia DC4.

W prébce DC7 potwierdzono obecnos¢ materiatu genetycznego CEV w skrzelach (ryc. 12) i nerce

(ryc. 13).

Rycina 12. Potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego CEV w skrzelach karpia DC7.
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Rycina 13. Potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego CEV w nerce karpia DC7.

W prébce DC8 potwierdzono obecnos¢ materiatu genetycznego CEV w skrzelach (ryc. 14) i nerce

(ryc. 15).

Rycina 14. Potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego CEV w skrzelach karpia DC8.
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Rycina. 15. Potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego CEV w nerce karpia DC8.

W prébce DC9 potwierdzono obecnos¢ materiatu genetycznego CEV w skrzelach (ryc. 16) i nerce
(ryc. 17).

Rycina 16. Potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego CEV w skrzelach karpia DC9.



Rycina 17. Potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego CEV w nerce karpia DC9

W prébce SK9 potwierdzono obecnos$¢ materiatu genetycznego CEV w skrzelach (ryc. 18), skérze

(ryc. 19) oraz nerce (ryc. 20).

Rycina 18. Potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego CEV w skrzelach karpia SK9.




Rycina 19. Potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego CEV w skérze karpia SK9.

Rycina 20. Potwierdzenie obecnosci materiatu genetycznego CEV w nerce karpia SK9.
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Wszystkie proby, w ktorych stwierdzono obecnosci genomu wirusa CEV pozyskano od karpi

pochodzacych z gospodarstw rybackich o numerach 2 i 9 (tab.15).

Tabela 15. Wykaz pozytywnych préb u karpia pobranych z nerki, $ledziony, skrzeli i skéry uzyskanych z
wykorzystaniem hybrydyzacji in situ.

Lokalizacja Oznaczenie Nerka Sledziona Skrzela Skéra
GR2 DC1 - - + +
GR2 DC2 + - + +
GR2 DC4 - - + -
GR 2 DC7 + - + -
GR2 DC8 + - + -
GR 2 DC9 + - + -
GR9 9SK + - + +

4.2. Molekularna analiza sekwencji wirusa CEV

Sekwencje prébek pozytywnych poréwnano do sekwencji wirusa CEV opublikowanej przez
Matrasa i in. (2017) w bazie GenBank pod numerem dostepu KX253999. (ryc. 21 i ryc. 22). Analiza
bioinformatyczna pozwolita ustali¢ pozycje nukleotydowe, ktérymi sekwencje rdznity sie miedzy
sobg (zestawienie w tab. 16.) Po przyréwnaniu sekwencji wzgledem siebie zdefiniowano mutacje
punktowe powstate w wyniku substytucji.

W celu uzyskania danych na temat pokrewienstwa ewolucyjnego pomiedzy sekwencjami
pozyskanymi podczas badan realizowanych w ramach niniejszej pracy (oznaczonych jako ORYG.),
oraz sekwencjami analogicznego fragmentu genomu odpowiedzialnymi za synteze biatka 4a
zdeponowanymi w bazie GenBank, postuzono sie modelem ewolucji molekularnej. Na bazie modelu
Tamura-Nei (TN93) skonstruowano drzewo filogenetyczne, uwzgledniajgce zaréwno rdéznice
wystepowania poszczegdlnych rodzajéw nukleotyddw jak i rdznice prawdopodobienstw tranzycji i
transwersji. Im mniejsza odlegto$¢ ewolucyjna analizowanego fragmentu genu (mniej mutacji
punktowych), tym genotypy carp edema virusa wykorzystane do konstrukcji drzewa sg blizej
spokrewnione. Jak wykazato poréwnanie sekwencji (ryc. 23) te, ktére pozyskano w ramach
niniejszych badan (ORYG.) tworzg dwa wyodrebnione klady.

W analizowanym fragmencie genu stwierdzono wielokrotne podstawienia tyming w pozycji
1,43 oraz 124. W pozycjach 82. i 289 stwierdzono podstawienia guaning, w pozycjach 214 oraz 397
— adening za$ w pozycjach 385. oraz 409 — cytozyng. Analizujgc obraz wysycenia sekwencji
analizowanego genu poszczegélnymi nukleotydami, mozna okresli¢ poziom zmiennosci
wewnatrzgenowej, co z kolei ma znaczenie podczas produkcji biatek docelowych. W przypadku
wiruséw, im wieksze jest tempo mutacji, tym stabsza jest reakcja ryb, ktore miaty juz kontakt w
wirusem na tzw. reinfekcje. Ze wzgledu na zmiane ramki odczytu w kodzie genetycznym, nawet w
przypadku mutacji punktowej obejmujgcej jedng zasade, zmienia sie automatycznie sktad
aminokwasowy produkowanego biatka. Ono wtasnie jest Scisle zwigzane z mozliwoscig szybkiej
odpowiedzi immunologicznej ze strony uktadu odpornosciowego gospodarza (ryby).
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Tabela 16. Zestawienie miejsc mutacji punktowych w poréwnaniu do sekwencji wirusa CEV opublikowane;j
przez Matrasa i in. (2017) w GenBank pod numerem dostepu KX253999 (kropkami oznaczono
miejsca zgodnosci, zas litera oznacza podstawiong zasade).

Pozycja nukleotydu

Nr
probki 1 43 82 124 214 289 385 397 409
5 G T G : . C
DC1 T T C
DC2 T T C
DC3 T T C
DC4 T T C
DC7 T T C
DC8 T T C
DC9 T T C
DC10 T T C
DC11 T T C
DC12 T T C
95K T G T G C
235 T G A C A
240 T T G A C A
243 T T G A C A
244 T T G A C A
245 T T G A C A
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Rycina 22B. Uliniowanie pozyskanych sekwencji (aminokwasy) poz. 251-433. Mutacje oznaczono innym

kolorem.
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DC1 00469757 (ORYG.)
DC2 DQ469738 (ORYG.)
245 DQ469771 (ORYG.)
244 DQ469TTO (ORYG.)
243 DQ460TEY (ORYG.)
240 DQ460TER (ORYG.)
235 DQ460TET (ORYG.)

00000000

DC3 0Q469759 (ORYG.)

o DCY 00469762 (ORYG.)
o DC12 DQ4697635 (ORYG.)
KX254012 Poland

MESS0TI4. USA

MESS0T12 USA
MES207T15 USA

| o 5 00468756 (ORYG.)

98K 0Q469766 (ORYG.)

KY350412 Germany

MK 792284 Ttaly

MF418001 Hungary
4'— MES90711 USA

O DC4 0469759 (ORYG.)
O DC7 00469761 (ORYG.)

O DC10 00469763 (ORYG.)
o DC11 DQ469764 (ORY(G.)

—— KX254007 Poland
MNS19198 India

— KX254003 Poland

| MF418002 Hungary

MG550025 China

| KY35041% Germany

KY946715 South Korea
KY024583 China

MG33002% China

— KX254027 United Kingdom

MG550024 China

MG550022 China
KY 550420 Germany

MF412005 Hungary

KX253997 Poland

p—— KX254003 Poland
MF32654 India

KX254000 Poland

e METT0330 USA

— KX254001 Poland

MEEI445] USA

KY350427 Germany

METTO328 USA

0.0l

Rycina 23. Drzewo Maximum Likelihood skonstruowane za pomocg modelu TN93 (Tamura-Nei) dla sekwencji
genu 4a carp edema virusa pozyskanych z GenBanku oraz sekwencji autora o numerach dostepu
0Q469756 - 0Q469771. Skala — czestos¢ substytucji.
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5. DYSKUSJA

Choroby wirusowe u ryb stanowig ogromny problem ze wzgledu na praktycznie brak
mozliwosci ich wyeliminowania z obiektéw hodowlanych. Zdiagnozowanie choroby wirusowej
czesto wigze sie z ograniczeniem sprzedazy ryb zywych oraz koniecznoscig wprowadzenia restrykcji
takich jak obowigzkowe osuszenie stawdw, dezynfekcja poprzez ich wapnowanie oraz wytaczenie
stawu/stawdw z uzytkowania przynajmniej na jeden sezon. Z punktu widzenia hodowcéw zaburza
to cykl produkcyjny oraz generuje straty finansowe. Jak wskazuje doswiadczenie, po fali upadku
wielu gospodarstw karpiowych bedacych skutkiem infekcji koi herpes virusem, brak szybkiej
diagnozy praktycznie ,,skazuje” hodowce na masowe $niecia wszystkich rocznikdw nawet do 100%
obsady (Way i Stone, 2013).

Analogiczna sytuacja moze mie¢ miejsce w przypadku carp edema virusa, ktory
rozprzestrzenit sie na catym $wiecie w bardzo krétkim czasie. Pierwsza jego detekcja miata miejsce
juz w latach siedemdziesigtych w Japonii (Murakami i in., 1976), gdzie obserwowano s$niecia
mtodocianych karpi koi. Opisane przez Japonczykéw objawy kliniczne to obrzek ciata i ptywanie na
powierzchni stawu. Jak wynika z danych literaturowych, dopiero po okoto 40. latach od pierwszej
detekcji CEV zaobserwowano i zdiagnozowano tg chorobe w Europie. W pierwszej kolejnosci byto
to w 2009 roku w Wielkiej Brytanii (Way i Stone, 2013) nastepnie we Francji i Holandii (Haeneniin.,
2013), Austrii i Niemczech (Lewisch i in., 2015, Jung-Schroers i in. 2015), Wegrzech (Adamek i in,
2017), Korei Potudniowej (Kimiin., 2017), Ameryce Pétnocnej (Lovy i in., 2018), Czechach i Stowacji
(Matéjickova i in., 2020), Indiach (Sahoo i in., 2020), Tajlandii (Pikulkaew i in., 2020) oraz Chorwacji
(Zrnci¢iin., 2020).

W Polsce pierwsza diagnoza wirusa CEV byta wynikiem ponownej analizy préb zebranych w
ramach programu nadzoru KHV z 36. gospodarstw hodowlanych (Matras i in, 2017). Pomimo, ze
probki poddane analizie molekularnej miaty archiwalne pochodzenie (zebrane w latach 2013-2015),
to w przypadku 47% potwierdzono obecnosé materiatu genetycznego wirusa CEV. Nalezy zatem
postawic pytanie, czy brak detekcji CEV przez prawie cztery dekady od jego potwierdzenia w Japonii,
wynikat faktycznie z niezaobserwowania objawéw klinicznych czy $nie¢, czy tez byt wynikiem braku
diagnostyki w tym kierunku. Wysoce prawdopodobne jest to, ze obserwowane w 2015 w hodowli
karpi koi w Polsce objawy w postaci letargu ryb, bladych, nekrotycznych zmian na skrzelach oraz
Smiertelnosci dochodzacej do 90% obsady sktaniaty hodowcédw do przypisania tych zmian infekcji
koi-herpes-virusowej. Niestety obraz kliniczny nie pozwala odrdzni¢ infekcji spowodowanych KHV
oraz CEV bez specjalistycznej diagnostyki molekularnej. Potwierdzenie obecnosci genomu wirusa
CEV w trzech lokalizacjach, czyli okolice Gryfina (gospodarstwa zajmujace sie hodowlg ryb) a takze
w Gospodarstwie Rybackim zlokalizowanym w zlewni rzeki Wetny wskazujg na wysokie
prawdopodobienistwo, ze wirus ten jest przenoszony jak do tej pory tylko pomiedzy
gospodarstwami. Jak wskazuje analiza ponad 280 osobnikéw réznych gatunkéw ryb z wod jeziora
Dabie i Zalewu Szczecinskiego, nie udato sie uzyskac izolatu wirusa CEV. Jedynie w przypadku kilku
osobnikéw ptoci, lina, uklei i karasia, w pierwszej fazie analiz otrzymano pozytywny wynik
uwidoczniony w elektroforezie. Nie udato sie jednak dla tych préb uzyskaé¢ wysokiej jakosci
sekwencji nukleotydowej. W obu gospodarstwach z okolic Gryfina, w latach poprzedzajgcych
niniejsze badania zdiagnozowano réwniez infekcje koi herpes virusa. Inaczej wyglada sytuacja
epidemiologiczna w gospodarstwie zlokalizowanym w zlewni rzeki Wetny. Pomimo braku
jakichkolwiek objawéw klinicznych oraz ponadnormatywnych $nie¢ ryb, zdiagnozowano wirusa
CEV, pomimo, ze w latach intensywnego rozprzestrzeniania sie wirusa KHV, to gospodarstwo
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zachowato status wolny od tej choroby. Jest to wyjatkowe, poniewaz rzeka Wetna jest doptywem
Warty, gdzie w latach 2007-2008 (Kempter i in., 2008) stwierdzono liczne ogniska koi verpes virusa.

Ze wzgledu na brak potwierdzonej w niniejszych badaniach sekwencji CEV u ryb z wdd
naturalnych, nalezy przeanalizowa¢ dwie hipotezy. Pierwsza zaktada, ze wirus CEV w
przeciwienstwie do wirusa KHV nie przenosi sie w tak szybki i skuteczny sposdb z gospodarstw
hodowlanych na gatunki bytujgce w wodach otwartych. Druga hipoteza to zatozenie, ze ze wzgledu
na tak dtugi czas (ponad cztery dekady) pomiedzy pojawieniem sie CEV po raz pierwszy w Japonii i
rozprzestrzenianiem sie tego patogenu na inne kraje w latach 2009-2020 doszto do wyewoluowania
wariantdw genetycznych CEV, ktdrych nie mozna zidentyfikowaé przy wykorzystaniu zalecen
diagnostycznych rekomendowanych przez World Organisation for Animal Health (WOAH). Jak
wskazujg badania Adamka i in. (2017), bezposrednia transmisja horyzontalna jest istotng Sciezka
przenoszenia sie CEV w $rodowisku a transmisja wertykalna jest mato prawdopodobna. Ze wzgledu
na szczagtkowe informacje naukowe na temat cech biofizycznych wirusa, trudno jest okresli¢
znaczenie i mozliwosci transmisji posredniej. Taki typ transmisji zostat zdefiniowany dla koi herpes
virusa dopiero po 6. latach od jego pierwszej detekcji w Polsce. Badania Kietpinskiego i in. (2010)
potwierdzity, ze aktywny udziat w zarazaniu karpi koi-herpes-virusem moga odgrywa¢ matze z
rodziny Unionidae.

Wirus CEV nalezy do rodziny pokswiruséw (Poxviridae), czyli wirusow DNA o najwiekszych
rozmiarach, ztozonej strukturze oraz obecnym kapsydzie, ktérych replikacja zachodzi wytgcznie w
cytoplazmie komérek (Collier, 1996). Mozna przypuszczaé, ze skrzela ryb utworzone z listkdw i
blaszek skrzelowych, pokrytych cienkim nabtonkiem tworzg idealng przestrzen komérkowg do
namnazania wirusa. Jak wskazuje Evans i in. (2005) funkcja skrzeli u ryb nie ogranicza sie jedynie do
oddychania, ale sg réwniez odpowiedzialne za réwnowage jonowg i usuwanie produktéw
metabolicznych. Jak wykazata metoda hybrydyzacji in situ, partykuty wirusa CEV skumulowane sg
gtéwnie w okolicach nasady blaszek skrzelowych oraz blaszek skrzelowych. Wraz z replikacjg wirusa
i utratg funkcjonalnosci przez poszczegdlne fragmenty skrzeli, ulegajg one oderwaniu od tukéw
skrzelowych i w tej formie dostaja sie do wody. Ten mechanizm jest istotny dla okre$lenia roli wody
jako medium, z zawieszong materig organiczng, w tym gtéwnie skrawkami skrzeli w stadium
nekrozy, skory i tusek bytujgcych w niej ryb — w transmisji CEV pomiedzy gospodarstwami oraz
pomiedzy stawami a srodowiskiem naturalnym. W gospodarstwach hodowlanych w ktérych w
niniejszej pracy potwierdzono obecnos$é¢ CEV nie prowadzi sie zamknietych systemdéw produkgji.
Materiat pozyskuje sie w miare mozliwosci z wltasnego tarta, ale wieksza jego czes¢ pochodzi z
osrodkow wylegarniczych. Z informacji od hodowcéw wynika réwniez, ze wszystkie osrodki
dokonujg spuszczania wody ze stawdw podczas ich osuszania (lub tez z basenéw podczas ich
czyszczenia) do wad naturalnych, co w sposdb bezposredni moze sprzyjac przenikaniu czgstek CEV
do dziko zyjacej ichtiofauny.

Z niniejszych badan okreslajacych role poszczegdlnych narzadéw u karpi z pozytywnym
wynikiem obecnosci genomu CEV wynika, ze wirus ten wykazuje tropizm nie tylko do skrzeli karpi,
tak jak podaje WOAH (2023). Nalezy wskaza¢ skére oraz nerke jako miejsca, w ktorych jest mozliwa
replikacja wirusa. Zastosowana metoda hybrydyzacji in situ, wskazata obecnosé genomu CEV, co
typuje komorki skdry i nerki do ich wykorzystania w diagnostyce przesiewowej. Wyniki te oznaczajg,
ze prawdopodobnym scenariuszem ekspansji nowych genogrup CEV, ktére zostaty zdefiniowane
przez Adamka (2018) sg inne narzady niz skrzela. Ma to duze znaczenie w kwestii klinicznej,
poniewaz skrzela przy ekspozycji na CEV ulegajg jako pierwsze wyniszczeniu (obrzek i martwica) a
mozliwos$é replikacji w innych narzadach daje szanse na zwiekszenie ilosci infekowanych komérek.
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Wyjasnienie i zdefiniowanie patogenezy wirusem CEV (czyli doprowadzenia do choroby) obejmuje
zarowno etap dostania sie patogenu do organizmu ryby, nastepnie jego replikacje we wrazliwych
komérkach, ominiecie linii obrony miejscowej gospodarza, rozprzestrzenianie sie do innych
narzagdéw i docelowo przeniesienie sie z organizmu zakazonego na nowego gospodarza. Okreslenie
nowych narzgdéw takich jak skéra czy nerka wskazuje zatem, iz wirus CEV poprzez mutacje i
ewolucje genomu, znalazt nowe typy komodrek, gdzie moze zachodzi¢ jego namnazanie
Koncentracje czastek wirusa CEV w tkankach karpi koi, analizowat tez Adamek (2016). Autor
wykorzystat specyficzny ilosciowy PCR (qPCR) dla szczepdw wirusa, o ktérym wiadomo, ze zakazajg
karpie koi. Nowo opracowany test qPCR moze by¢ uzytecznym narzedziem badawczym nad
patobiologiag CEV. Nie ma jednak badan, ktére w celu udoskonalenia przysztej diagnostyki
wprowadzityby inng metodyke niz okreélanie ilosci kopii wirusa w tkankach. Swiadczy o tym réwniez
ujecie tej metodologii na liscie sieci akredytowanych laboratoriéw specjalistycznych do diagnostyki
weterynaryjnej ,,Laboklin”. Swiadczone w 38. paristwach na catym $wiecie ustugi tej renomowanej
firmy, opierajg swojg metodologie diagnozowania carp edema virusa na podstawie real-time PCR,
za$ materiatem wyjsciowym s3 tylko i wytacznie skrzela ryb
(https://laboklin.com/en/products/infectious-diseases-pathogens-and-antibody-
detection/viruses/carp-edema-virus-cev/carp-edema-virus-cev-pcr/).

Poréwnania metod wykorzystujgcych reakcje PCR do detekcji genetycznych wariantéw CEV
dokonat Adamek ze wspétpracownikami w 2017 roku. Przeanalizowat 39 prébek pochodzacych z
réznych regiondéw geograficznych, poddajgc je analizie molekularnej wedtug pieciu dostepnych
protokotéw. Autorzy wykazali, ze testy PCR opracowane w Centrum ds. Nauki o Srodowisku,
Rybotéwstwie i Akwakulturze (CEFAS) charakteryzowaty sie najwyzszg czutoscia diagnostyczng. Jak
wskazujg niniejsze badania, wykorzystanie reakcji PCR czy tez nested PCR nie jest jedyng dostepng
metodologig, minimalizujagcg pozyskanie wynikow fatszywie negatywnych. Opracowanie i
optymalizacja warunkéw hybrydyzacji in situ przedstawiona w niniejszej pracy pozwala na
rozszerzenie diagnostyki w kierunku detekcji CEV o nowe narzady i tkanki. Okresla to réwniez
kierunek ewolucji genomu CEV, co w przysztosci z duzym prawdopodobieristwem doprowadzi do
powstania nowych tzw. ,polskich izolatéw”, analogicznie jak miato to miejsce w przypadku koi
herpes virusa. Swiadczy o tym skonstruowane drzewo filogenetyczne, ktére wykazato, ze sekwencje
pozyskane w ramach niniejszych badan utworzyly dwa odrebne klady. Wczesniejsze sekwencje z
Polski, ktére stanowity podstawe do zdefiniowania tzw. genogrup CEV, izolowane w 2016 roku
znajduja sie pomiedzy sekwencjami z Wegier, Indii, USA oraz Niemiec.

Jak wskazuje Way i in. (2017), poprawa zarzadzania $srodowiskiem wodnym i kontrola
choréb jest mozliwa a zasady bezpieczedstwa biologicznego zastosowane w przypadku
herpeswirusa koi mozna w réwnym stopniu zastosowac do CEVD (carp-edema-virus-diseases). Way
podnosi jednak, ze konieczne jest wypetnianie luki w wiedzy na temat patogenezy i epidemiologii
choréb, ktére obecnie uniemozliwiajg doktadng ocene potencjalnego wptywu CEVD na hodowle
karpi koi, karpia pospolitego oraz stad karpi dziko zyjacych.

Obecnos¢ w wodach naturalnych wielu potencjalnych wektoréw umozliwiajgcych
transmisje CEV w $rodowisku i zdefiniowanie jedynie kilku gatunkdéw tzn. lin, ukleja, pto¢ i karas
sposréd badanych wskazuje na zdecydowanie niskie zageszczenie czastek wirusa nawet w poblizu
osrodkéow hodowli, gdzie stwierdzono obecnos$¢ ryb zainfekowanych CEV. Matras i in. (2019)
rowniez wykazali obecnos¢ wirusa CEV u lina, karasia pospolitego i karasia srebrzystego, ptoci, uklei
i okonia. Rdznica polega jednak na tym, ze autorzy wykorzystali metode eksperymentalnej
kohabitacji, czyli zarazenia ww. gatunkéw poprzez umieszczenie ich w wspdélnych basenach przy
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optymalnej temperaturze 16°C. Taki sposéb definiowania wektorow znacznie rdzni sie od ich
identyfikacji w wodach naturalnych ze wzgledu na inny profil termiki wod strefy klimatu
umiarkowanego w odniesieniu do temperatur optymalnych do replikacji wirusa CEV w tkankach.

Znamiennym jest pojawienie sie sekwencji z Wielkiej Brytanii, posréd sekwencji
wyizolowanych w Chinach oraz kladu z sekwencjami izolowanymi w Polsce w roku 2016 (wszystkie)
wraz z tymi, pochodzacymi z USA, Niemiec i Wegier. Handel karpiami koi pochodzgcymi z Chin oraz
handel materiatem zarybieniowym pochodzgacym w duzej mierze z Wegier moze stanowic jedna z
potencjalnych $ciezek epidemiologicznych wptywajgcych na transmisje CEV na teren Polski. Bardzo
prawdopodobne, ze odrebnosé genetyczna sekwencji z Korei Potudniowej, wynika z ograniczonej
skali importu ryb z tego panstwa.

Analiza drzewa filogenetycznego wskazuje réowniez na koniecznos¢ zweryfikowania i
poddania testom czutos$ci obecnie wykorzystywanych starteréw do detekcji CEV. Ze wzgledu na
odrebno$é genetyczng sekwencji wirusa CEV, ktore byly izolowane w latach 2009-2014 oraz
izolowanych po roku 2019 mozna przypuszczac, ze zachodzi proces ewolucyjnego wytaniania sie
lokalnych izolatéw, analogicznie jak miato to miejsce w przypadku koi herpes virusa. Daje to niestety
mozliwos$é potencjalnego uzyskiwania coraz wiekszej ilosci wynikdw fatszywie negatywnych.
Oznacza to, ze startery wykorzystywane miedzy innymi przez akredytowane specjalistyczne
laboratoria do diagnostyki weterynaryjnej, Swiadczace ustugi na catym swiecie (Laboklin) powinny
otrzymacd uaktualnione protokoty ze starterami do reakgc;ji real time PCR, uznanej za obligatoryjng
dla CEV, z uwzglednieniem zmiennosci pomiedzy izolatami, pozyskanymi z réznych rejondéw
geograficznych. Ma to ogromne znaczenie w minimalizowaniu efektu niezamierzonej transmisji
wirusa CEV pomiedzy panstwami, ktére dokonujg obrotu zywymi karpiami, gtdwnie karpiami koi.
Rowniez wszelkiego rodzaju wystawy i gietdy karpi koi, gdzie wystawcy/hodowcy nie podlegaja
obowigzkowym badaniom na obecnos¢ genomu wirusa CEV u oferowanych ryb, stanowig bardzo
powazne zrddto jego rozprzestrzeniania sie na catym Swiecie.

Transmisja wiruséw infekujgcych ryby w srodowisku wodnym stanowi ogromny problem ze
wzgledu na niekontrolowane przemieszczanie sie osobnikdw chorych w tym nosicieli
bezobjawowych. Majgc na uwadze, ze przenoszenie sie wiruséw moze miec¢ charakter horyzontalny
(gtéwnie przez czastki materii organicznej pochodzacej z zainfekowanych ryb) lub wertykalny
(transmisja pomiedzy tarlakami a wylegiem) w przypadku pojawiania sie nowych chordb
wirusowych istnieje koniecznos¢ analizy sciezek ich transmisji. Carp edema virus podlega transmisji
poprzez kontakt ryba-ryba, oraz ryba — gatunki wektorowe, co zostato stwierdzone poprzez
doswiadczenia kohabitacji ryb zdrowych (tzw. specific pathogen free — SPF) oraz zainfekowanych
wirusem CEV (dane niepublikowane, S.M. Bergmann). Ze wzgledu na koniecznos¢ zminimalizowania
ryzyka dostania sie wiruséw do obiektéw hodowli ryb, na przyktad podczas zalewania stawdw,
podejmuje sie préby ich eliminacji z wody. Bergmann i in. (2017) przeprowadzili badania nad
srodkiem dezynfekujgcym stosowanym przy produkcji zywnosci. Eksperymenty wykazaty, ze woda
poddana ekspozycji na dezynfektant przez okreslony czas moze zapobiec przenoszeniu infekcyjnych
czastek koi-herpes-virusa na ryby nie majgce wczesniej kontaktu z wirusem a wspotbytujace z
karpiami zainfekowanymi. Takie wyniki dajg szanse gospodarstwom tylko o matej kubaturze
basendéw do hodowli ryb. Nie sg jednak uzyteczne w systemie stawdw ziemnych. Goodwin i in.
(2004) wskazuje na jeszcze jeden element w Srodowisku wodnym, oprécz osobnikéw
zainfekowanych wirusami w sposdéb naturalny. Wedtug naukowca, problem stanowi przenoszenie
ryb, wykorzystywanych w wedkarstwie sportowym jako przynety zywe lub mrozone, na zlewnie, z
ktorych nie pochodzg. Jest to ogromny problem w ochronie zdrowia ryb, nieuregulowany
przepisami krajowymi w USA. Odpowiedzialne zarzgdzanie sSrodowiskiem wodnym to takze dbatos¢
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o stan sanitarny wprowadzanego do wdd naturalnych materiatu zarybieniowego. Z badan Kempter
i in. (2009) wynika, ze nawet jesiotry, hodowane w gospodarstwach karpiowych jako gatunki
dodatkowe, mogg brac¢ aktywny udziat w transmisji koi-herpes-virusa na karpie. Autorzy pracy
zalecajg wprowadzenie obowigzku diagnostyki wirusowej dla osobnikéw jesiotra rosyjskiego
(Acipenser gueldenstaedtii) oraz jesiotra ostronosego (Acipenser oxyrinchus) pozyskanych z waéd
naturalnych a takze dla zaptodnionej ikry, narybku i ryb przeznaczonych do zarybiania. Definiowanie
potencjalnych S$ciezek transmisji wiruséw w Srodowisku wodnym daje zatem mozliwosc
zminimalizowania ich rozprzestrzeniania sie a wdrazanie aktualizowanych procedur wykrywania
choréb wirusowych jest pilnie potrzebne.

Reasumujac, nalezy zaznaczyé, iz Swiatowa akwakultura ma coraz wieksze znaczenie ze
wzgledu na wzrost zapotrzebowania na wyzywienie populacji ludzkiej na Swiecie. Gatunek karpia
stanowi wazne ogniwo ze wzgledu na jego odpornos¢ na deficyty tlenowe i stosunkowo szybkie
tempo wzrostu. Na jego produkcje majg ogromny wptyw choroby wirusowe, ktdre zdziesigtkowaty
gospodarstwa hodowlane w Czechach, Polsce i na Wegrzech w latach 2003-2006. Najpowazniejsze
choroby wirusowe to koi herpes virus (KHV), wiosenna wiremia (SCV) oraz odma karpiowa (CEV).
Jak wynika z danych Panstwowego Instytutu Weterynarii w Putawach (dane niepublikowane, 2023)
nie ma dostepnych kompleksowych zestawien strat w akwakulturze spowodowanych przez choroby
wirusowe. Nalezy zatem podjg¢ wszelkie proby ograniczenia ich transmisji zaréwno pomiedzy
gospodarstwami hodowlanymi jak i pomiedzy gospodarstwami a Srodowiskiem naturalnym.
Mozliwe jest to tylko poprzez wskazanie gatunkdw wektorowych oraz uaktualnienie protokotéw
jego detekcji. Wszelkie nowe dane na temat biologii wiruséw oraz drég i mozliwosci ich transmisji
stanowig podstawe do nowoczesnego i racjonalnego zarzgdzania srodowiskiem wodnym.
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6. WNIOSKI

1. Wsréd ichtiofauny stwierdzono gatunki mogace potencjalnie braé¢ udziat w transmisji
wirusa pomiedzy wodami naturalnymi a osrodkami hodowli karpia. Zaliczono do nich: pto¢,
ukleje, karasia pospolitego oraz lina. Stwarza to koniecznos$¢ rozszerzenia monitoringu
wirusologicznego na wskazane gatunki w ciekach wykorzystywanych do zalewania stawéw
karpiowych.

2. Okreslenie lokalizacji materiatu genetycznego wirusa CEV w narzadach i tkankach pozwala
na sformutowanie wytycznych dla Swiatowe]j Organizacji Zdrowia Zwierzat (WOAH). Poza
skrzelami, przydatnos¢ do diagnostyki molekularnej wykazata skéra oraz nerka karpia,
zatem powinny one znalez¢ sie w protokotach diagnostycznych.

3. Klady uzyskane w drzewie filogenetycznym sekwencji wirusa CEV, pozwalajg na
skonstruowanie aktualnych starteréw do reakcji PCR.

4. Poziom zmiennosci w obrebie sekwencji genu kodujgcego biatko rdzeniowe P4a wskazuje,
ze wyewoluowanie odrebnych izolatéow CEV trwa zaledwie kilka lat. Nalezy zatem
uwzgledni¢ wysokie ryzyko pojawiania sie w diagnostyce coraz wiekszej ilosci wynikéw
fatszywie negatywnych.

5. Woyniki stopnia zainfekowania wirusem CEV gospodarstw hodowlanych oraz zdecydowanie
nizszy stopien jego wykrywania w rybach dziko zyjacych pozwala na stwierdzenie, ze wirus
CEV obecny jest gtéwnie w gospodarstwach hodowli karpia, zatem powinny one zostac
objete obowigzkiem diagnostyki molekularne;j.
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