Identification of infectious salmon anemia
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The aim of this article was to present an impor-
tant health problem in rainbow trout in Poland. In-
fectious salmon anemia (ISA), is a disease caused
by virus classified in the genus /savirus from Ortho-
myxoviridae family. ISAV can infect several fish spe-
cies, as brown trout (Salmo trutta), sea trout, rain-

bow trout (Oncorhynchus mykiss), arctic char (Salveli-

nus alpinus), herring (Clupea harengus) and atlantic
cod (Gadus morhua). In Poland, the most popular is
rainbow trout farming. This sensitive fish species has
been infected by ISA virus and checked for the pos-
sibility of transmission of ISAV to health individuals.
The virus can replicate in fish organs and in specif-
ic cell line ASK, but it is non— cytopathic. For identi-
fication of ISAV molecular methods are most suita-
ble and recommended and were used in this study.
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azwa ,pstrag teczowy” (Oncorhynchus

mykiss) obejmuje kilka podgatunkéw
pstragéw zyjacych w Ameryce Péinocnej
i odznaczajacych sie m.in. czerwonopur-
purowa prega biegnaca przez $rodek ciala,
po ktérej mozna odrézni¢ doroslego pstra-
ga teczowego od pstraga potokowego czy
zrédlanego. Do Europy zostal przywiezio-
ny z USA i stopniowo rozprzestrzenil sie
po calym jej obszarze (1). Do Polski pstragi
zostaly sprowadzone najprawdopodobniej
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pomiedzy 1882 a 1899 r. na tereny znajdu-
jace sie pod zaborem pruskim. W 1904 r.
sprowadzono ikre pstragdéw teczowych
ze Szwecji. Nastepny transport ikry przy-
byl do Polski z USA w 1924 1., a po 1945 1.
sprowadzano ikre takze z Czechostowacji,
NRD, USA i Francji (2).

Pstragi teczowe s3 wysoko cenione z po-
wodéw kulinarnych, a takze jako wedkar-
ska zdobycz ze wzgledu na swa bojowos¢
oraz piekny wyglad. Z kolei dla biologéw sa
niezwykle interesujace z powodu ich zdu-
miewajacych zwyczajéw wedrownych (3).

Pstragi teczowe naleza do ryb stodko-
wodnych, wystepuja nie tylko w rzekach,
ale tez w stawach hodowlanych i jeziorach.
Wystepuja jako formy wedrowne oraz osia-
dle. Formy wedrowne wczesny okres zycia
spedzaja w rzece, natomiast zeruja w mo-
rzu. Na okres tarfa powracaja do wéd stod-
kich. Formy osiadle pstragéw caly okres zy-
cia spedzaja w wodzie stodkiej (2).

Pstrag teczowy wedlug dyrektywy Rady
2006/88/WE z 24 pazdziernika 2006 r.
w sprawie wymogdéw w zakresie zdro-
wia zwierzat akwakultury i produktéw
akwakultury oraz zapobiegania niektérym

chorobom zwierzat wodnych i zwalczania
tych choréb (4), jest gatunkiem podatnym
m.in. na zakazng martwice uktadu krwio-
tworczego (EHN), wirusowa posoczni-
ce krwotoczna ryb tososiowatych (VHS),
zakazna martwice ukladu krwiotwoércze-
go ryb fososiowatych (IHN) i zakazng ane-
mie fososi (ISA).

Ostatnia z wymienionych chordb, nie-
egzotyczna jednostka chorobowa, jak do-
tad nie wystepuje w Polsce, jednakze do-
stosowujac prawo polskie do unijnego, za-
kazna anemia tososi podlega obowiazkowi
zwalczania obok innych, czesto wystepu-
jacych choréb ryb.

Choroba ta wywolywana jest przez wirus
nalezacy do rodziny Orthomyxoviridae, ro-
dzaju Isavirus. Jest to otoczkowy wirus, kté-
rego materialem genetycznym jest pojedyn-
cza ni¢ RNA o ujemnej polarnosci. Wiruso-
wy genom koduje okolo dziesieciu biatek (5,
6). Patogen ten spowodowal ogromne eko-
nomiczne straty w Norwegii, Szkocji, Kana-
dzie i USA w populacji fososia atlantyckie-
go (6, 7), ktéry jest najbardziej wrazliwy na
wirus, jednakze zagrozonymi gatunkami sa
takze pstrag teczowy i tro¢ wedrowna (4).
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Celem pracy byla izolacja wirusa za-
kaznej anemii tososi (ISA) we wrazliwej
linii komérkowej ASK (Atlantic salmon
kidney) pochodzacej z komoérek nerki to-
sosia atlantyckiego oraz w narzadach we-
wnetrznych potencjalnych nosicieli wiru-
sa — pstragow teczowych, a takze identyfi-
kacja patogenu przy uzyciu molekularnej
metody RT- PCR.

Materiat i metody

Materialem do badan molekularnych byty
narzady wewnetrzne (nerka, watroba, ser-
ce, $ledziona, skrzela) pstragéw teczowych,
eksperymentalnie zakazonych supernatan-
tem pochodzacym z linii komérkowej ASK
zakazonej referencyjnym izolatem wirusa
ISA — ISA Glesvaer otrzymanym z labora-
torium EURL, Aarhus, Dania, a takze na-
rzady wewnetrzne ryb kontrolnych, nieza-
kazonych wirusem. Z pobranych narzadéw
przeprowadzono izolacje materialu gene-
tycznego wirusa przy uzyciu komercyjnego
zestawu do izolacji RNA (A&A Biotechno-
logy). Do identyfikacji wirusa wykorzysta-
no pare specyficznych starteréw opisanych
przez Mjaalanda i wsp. (8): 5~ GGC—- TAT-
CTA- CCA- TGA- ACG- AAT-C- 3
oraz 5- GCC- AAG- TGT- AAG- TAG-
CAC- TCC- 3. Reakcje przeprowadzono
w 45 pl mieszaniny reakcyjnej w nastepu-
jacych warunkach temperaturowo—czaso-
wych: odwrotna transkrypcja 30 min w 50°C,
denaturacja wstepna 4 min w 95°C, 35 cy-
kli ztozonych z denaturacji wlasciwej przez
30 s w 94°C, przylaczania starteréw przez
30 s w 55°C oraz wydluzania taricucha przez
1 min w 68°C. Etap wydluzania taricucha
¢DNA przeprowadzono przez 7 min w tem-
peraturze 68°C. Produkty amplifikacji wizu-
alizowano przy uzyciu 2% zelu agarozowego.

Wyniki i oméwienie wynikow

Podczas pierwszego eksperymentalnego za-
kazania wirusem ISA pstragéw teczowych
nie zaobserwowano zadnych objawéw kli-
nicznych, ani $nie¢. Wszystkie badane me-
toda RT— PCR pulowane prébki byly do-
datnie i we wszystkich badanych oddziel-
nie narzadach (nerka, watroba, $ledziona,
serce) w 23 dniu po zakazeniu stwierdzono
obecnos¢ kwasu nukleinowego wirusa ISA.
Na zakazonej hodowli komérkowej ASK nie
zaobserwowano efektu cytopatycznego wy-
wolanego przez wirus, natomiast po prze-
prowadzeniu izolacji materialu genetyczne-
go ISAV metoda RT-PCR stwierdzono jego
obecnos¢. Podobne badania zostaly przepro-
wadzone w 1999 r. przez Nylunda i wsp. (9).
Eksperymentalne zakazenie m.in. pstragéw
teczowych nie wywotalo objawéw klinicz-
nych. Jedynie w pojedynczych przypadkach
pojawily sie wybroczyny na nerce, a tak-
ze obnizony byl hematokryt. Evensenowi
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Tabela 1. Wystepowanie materiatu genetycznego wirusa zakaznej anemii tososi w poszczegélnych narzadach

wewnetrznych w réznym czasie po zakazeniu

Dzien po zakazeniu Skrzela Nerka Sledziona Watroba Serce
7 - _ - - -
14 - - - - -
21 + + + - +
28 + + + + +
34 - - - - -

i wsp. (10) udalo sie uzyskaé¢ w swych ba-
daniach typowe zmiany patologiczne obec-
ne na nerce. Brak $miertelnosci wéréd zaka-
zonych pstragéw oraz wystepowanie wirusa
ISA wskazuje na to, iz ryby te sa nosiciela-
mi wirusa. Patogenno$¢ wirusa moze jed-
nak ulec zmianie na skutek r6znych mutacji.

W przeprowadzonym po raz drugi do-
$wiadczeniu badano pstragi teczowe co
7 dni od zakazenia (tab. 1). W 7 oraz 14 dniu
po zakazeniu nie stwierdzono obecnosci
kwasu nukleinowego wirusa ISA metoda
RT-PCR. Dopiero w 21 dniu po zakazeniu

zaobserwowano jedynie powiekszenie pe-
cherza plawnego, a w niektérych przypad-
kach réwniez obecnos$¢ krwi w pecherzu
plawnym. Zaobserwowano takze, ze zaka-
zone ryby zaczely pobiera¢ wiecej pokarmu.
W badanych narzadach: nerce, §ledzionie,
sercu oraz skrzelach stwierdzono metoda
RT-PCR obecno$¢ kwasu nukleinowego
wirusa ISA, natomiast prébki pochodza-
ce ze skrawkéw watroby daly wynik ujem-
ny (ryc. 1). Z kolei w 28 dniu po zakazeniu
we wszystkich badanych narzadach obec-
ny byl wirus (ryc. 2). Identyfikacja wirusa

155 parzasad

Ryc. 1. Obecno$é prazkow w 2% zelu agarozowym $wiadczaca o wystepowaniu kwasu nukleinowego wirusa
ISA w badanych narzadach: nerce, watrobie, $ledzionie, sercu i skrzelach w 21 dniu po zakazeniu. Sciezki:
M - marker wielkoSci, K+ kontrola dodatnia, K- kontrola ujemna, N - nerka, W - watroba, S- Sledziona,

S - serce, Skrz - skrzela

M K+ K-

N W § S Skiz 1

155 parzasad
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Ryc. 2. Obecnosé prazkow w 2% zelu agarozowym, Swiadczaca o wystepowaniu kwasu nukleinowego wirusa
ISA w badanych narzadach: nerce, watrobie, $ledzionie, sercu i skrzelach w 28 dniu po zakazeniu. Sciezki:

M - marker wielkosci, K+ kontrola dodatnia, K- kontrola ujemna, N - nerka, W - watroba, S - $ledziona,

S - serce, Skrz - skrzela. Sciezki 1-5 - narzady ryb zdrowych, bytujacych w jednym zbiorniku wodnym z rybami

zakazonymi wirusem ISA
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w 34 dniu po zakazeniu nie data pozytyw-
nego wyniku, badane prébki byly ujemne.

W trzecim dniu od zakazenia do zbior-
nika z zakazonymi pstragami teczowymi
wpuszczono ryby zdrowe w celu sprawdze-
nia transmisji wirusa. Narzady od tych ryb
byly pobierane w tych samych dniach, co
od ryb zakazonych, jednakze nie stwier-
dzono u nich obecno$ci kwasu nukleino-
wego wirusa ISA.

Na podstawie uzyskanych wynikéw
stwierdzono, iz metoda molekularna
RT-PCR jest czula metoda identyfikacji
wirusa ISA, ktéra pozwala wykry¢ obec-
no$¢ patogenu, nawet gdy nie wykazuje on
zadnego efektu cytopatycznego na hodowli
komoérkowej, a takze wtedy, gdy nie powo-
duje zadnych objawéw klinicznych u ryb.
Inglis i wsp. (11) oraz Rimstad i wsp. (12)
maja podobne doswiadczenia. Wedlug
nich metoda ta jest czula i bardzo przy-
datna w diagnostyce wirusa ISA ze wzgle-
du na szybkos¢ jej wykonania. W przeci-
wienstwie do badan wlasnych Rimstad
i wsp. (12) zaobserwowali, ze po 13 dniu
od zakazenia ryb wirusem ISA niemal we
wszystkich analizowanych narzadach wy-
nik byl dodatni. Im pézniej po zakazeniu
pobierano prébki do RT- PCR, tym bar-
dziej spadala warto$¢ hematokrytu $wiad-
czaca o rozwoju zakazenia.

Badania te dowiodly, ze pstrag teczo-
wy jest nosicielem wirusa zakaznej ane-
mii fososi i Zrédlem jego namnazania, przy
czym choroba ta u pstragéw moze przebie-
ga¢ bezobjawowo. Nie mozna tez wyklu-
czy¢ pojawienia sie ostrej postaci choroby,

ktéra moze doprowadzi¢ do $nigé¢, nawet
od kilku do 100%, dlatego wazne jest opra-
cowanie metod diagnostycznych i kontro-
lowanie stanu zdrowia ryb w celu zapo-
biegania skutkom i rozwinieciu sie¢ cho-
roby. W badaniach wlasnych nie udalo sie
udowodnic, aby ryby chore zakazaly inne,
przebywajace wspoélnie w zbiorniku wod-
nym, mimo iz wielu naukowcéw, np. Me-
lville K.J. i Griffiths S.G., Nylund A. i wsp.
(13, 14, 15, 16), dokumentowato transmi-
sje wirusa w wodzie wraz ze $§luzem, ka-
fomoczem lub plynem jajnikowym. By¢
moze w przeprowadzonym do$wiadczeniu
uwzgledniono zbyt krétki czas, aby wirus
sie namnozyl. W badaniach wlasnych do-
wiedziono réwniez wystepowanie wiru-
sa ISA w skrzelach zakazonych pstragéw
teczowych, co sugeruje, ze jest to narzad,
przez ktéry wirus dostaje si¢ do organi-
zmu ryby, a nastepnie replikuje w narza-
dach wewnetrznych (ryc. 1, 2).

Metody stosowane dotychczas w iden-
tyfikacji wirusa zakaznej anemii fososi sa
skutecznym narzedziem diagnostycznym,
jednakze moga by¢ nadal rozwijane, dosto-
sowujac je do nowych trendéw w nauce.
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