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VOVED

Jersiniozata (bolest na crveni usni,
crevna bolest na crvena usta) e edna od
najva`nite bolesti kaj farmski odgleduvani
i divi salmonidni vidovi ribi nasekade vo
svetot. Pretstavuva bakterisko, akutno do
hroni~no zaboluvawe koe se manifestira so
hiperemija i hemoragii na glavata (12). Prvo
izvestuvawe za pojava na bolesta vo 1955 god.
dal Rucker (25) i vo negova ~est od strana na
Ewing i sor. (10), pri~initelot e nare~en
Yersinia ruckeri. Bolesta e ra{irena vo celiot
svet kade ima intenzivno odgleduvawe na
salmonidni vidovi ribi, a vo Republika
Makedonija prva izolacija i identifikacija
e napravena od strana na Markic i sor. (18) vo
1999 god. kaj pomladite kategorii
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kaliforniska pastrmka vo polnosistemski
pastrmski ribnik vo okolinata na Ki~evo.

Prisustvoto na jersiniozata vo
pastrmskite ribnici mo`e uspe{no da se
dr`i pod kontrola so primena na
hemoterapevtici. Kako rezultat na nivnata
intenzivna primena se javuva se pogolema
rezistencija na pri~initelot, zna~itelno se
poskapuva proizvodstvoto i se javuvaat
nedozvoleni ostatoci vo mesoto na
konzumnite ribi. Od tie pri~ini, najdobar
na~in za preventiva na bolesta e dobrata
odgleduva~ka praksa i vakcinacijata na
ribite vo ribnicite kade bolesta e
endemi~na ili postoi rizik od nejzina pojava
(2, 9, 12, 20).

Jersiniozata e edna od prvite bolesti kaj
ribite za koja e pronajdena efikasna
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ABSTRAKT

Celta na trudot be{e da se proizvede avtogena vakcina od izolat na Yersinia ruckeri i da se

testira nejzinata efikasnost vo terenski uslovi.

Kolonii na Yersinia ruckeri biotip I izolirani od kaliforniska pastrmka so znaci na

hemoragi~na septikemija bea kultivirani vo TSB i inaktivirani so formalin. Podgotvenata

vakcina be{e razredena i aplicirana so imerzija na podmladok od kaliforniska pastrmka so

prose~na masa od 4,5 g vo vakcinalnata suspenzija. Dvaeset i osum dena po vakcinacijata be{e

sprovedena ve{ta~ka infekcija so imerzija na ribite vo infektivna suspenzija od istiot

izolat. Smrtnosta na kontrolnite ribi be{e 87%, a na vakciniranite 11%. Dobieniot

relativen procent na pre`ivuvawe od 87,4% uka`uva na visok stepen na steknata specifi~na

otpornost kaj vakciniranite edinki.

Klu~ni zborovi: yersinia ruckeri, kaliforniska pastrmka, vakcinacija, ve{ta~ka infekcija
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profilaksa so vakcinacija i prva bolest za
koja e proizvedena komercijalna vakcina (21,
22, 29). Prva uspe30{na eksperimentalna
vakcinacija e izvr{ena vo 70-te godini od
minatiot vek, a za metodot za podgotovka na
vakcinata izvestuvaat Ross i Klontz (24). Croy
i Amend (8) prvi uspe{no primenile
vakcinacija protiv vibriozata so forma-
linski preparat i metod na kratkotrajno
potopuvawe. Istata postapka e usvoena i vo
imunoprofilaksata na jersiniozata (9).
Denes postojat golem broj proizvoditeli na
komercijalni vakcini protiv jersiniozata
kaj salmonidite. Najgolem del od niv se
bazirani na formalinska inaktivacija na
bujonska kultura od pri~initelot i
aplikacija na vakcinata so kratkotrajno
potopuvawe na ribite vo razredena
vakcinalna suspenzija (2, 20, 27). I pokraj
postoeweto na komercijalni vakcini, novite
istra`uvawa uka`uvaat na postoewe na novi
grupi na pri~initelot protiv koi istite ne
poka`uvaat efekt. Od tie pri~ini, najdobro
e vakcinacijata protiv jersiniozata da se
izveduva so vakcina dobiena so inaktivacija
na dobieniot izolat (2, 3).

Vo Republika Makedonija jersiniozata e
prisutna samo na eden ribnik i nanesuva
zna~itelni ekonomski {teti na proizvod-
stvoto. Za da se dr`i pod kontrola, vo
ribnikot se koristat isklu~ivo antibiotici
koi poka`uvaat varijabilen uspeh (12, 18).

Celta na trudot be{e, za prv pat vo
Republika Makedonija, da se proizvede
vakcina dobiena od na{ izolat na Yersinia
ruckeri i da se testira nejzinata efikasnost
vo terenski uslovi.

MATERIJAL I METODI

Podgotovka na vakcinata

Za podgotovka na vakcinata bea koristeni
kolonii na Yersinia ruckeri biotip I izolirani
od kaliforniska pastrmka so znaci na
hemoragi~na septikemija. Od izolatot na
Yersinia ruckeri be{e presadena sve`a kultura
na triptozen soja agar (TSA, Oxoid) i
inkubirana na 25OS za vreme od 48 ~asa. Site
izrasnati kolonii bea suspendirani vo 500
ml triptozen soja bujon (TSB, Fluka) i
inkubirani na 25OS za vreme od 48 ~asa. Po
istekot na inkubacijata, bakteriskite
kletki vo bujonot bea inaktivirani so
dodavawe 1.5 ml (0,3% (v/v)) formalin i
dopolnitelna inkubacija od 48 ~asa na 25OS.

Sterilnosta na dobieniot preparat be{e
proverena so inokulacija na 1 ml od

inaktiviraniot bujon na krven i triptozen
soja agar inkubirani na 25OS za vreme od 72
~asa.

Vid na riba i uslovi na ~uvawe

Eksperimentot be{e sproveden so
podmladok na kaliforniska pastrmka
(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) so
prose~na masa od 4,5 g nabaven od ribnik vo
koj ne be{e utvrdeno prisustvo na Y.ruckeri.

Ribata be{e ~uvana vo bazen na
komercijalen pastrmski ribnik pregraden so
mre`a na dva dela so volumen od po 1,5 m3. I
vo dvata dela od bazenot bea nasadeni po 120
edinki (vkupno 240). Ribite vo gorniot
pregraden del ja pretstavuvaa vakcinalnata
grupa, a ribite vo dolniot del, kontrolnata.

Uslovite na ~uvawe bea - protok na voda 5
l/s, temperatura na voda 15,5OS i koncentra-
cija na kislorod 8,7 mg/l. Ishranata be{e so
komercijalna ekstrudirana hrana za
pastrmki, soglasno upatstvoto na proizvo-
ditelot.

Slika 1. Podgotveni bazeni za naseluvawe

Slika 2. Naseluvawe na podmladokot
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Vakcinacija na ribite
Vakcinacijata be{e sprovedena 21 den po

naseluvaweto na podmladokot. Poradi
pojavata na nespecifi~na smrtnost kako
rezultat na manipulativniot stres i
ednostavna kalkulacija na rezultatite, po 20
edinki i od dvete grupi bea otstraneti od
eksperimentot.

Podgotvenata vakcina vo koli~estvo od
200 ml, vo poseben plasti~en sad be{e
razredena so 1800 ml voda od ribnikot (1:10).
Vo vaka podgotvenata suspenzija, ribite od
vakcinalnata grupa bea potopuvani za vreme
od 30 sec. Vkupno bea vakcinirani 100 edinki.
Ribite od kontrolnata grupa (n=100) bea
potopuvani samo vo voda od ribnikot.

So cel spre~uvawe na poslabiot
imunolo{ki odgovor poradi stresot
predizvikan od manipulacijata pri
vakcinacijata, ribite i vo dvete grupi ne bea
hraneti eden den pred eksperimentot.

Testirawe na efikasnosta na vakcinata

Ve{ta~kata infekcija be{e sprovedena
28 dena po vakcinacijata. Eksperimentalnata
infektivna doza (~1-2x108 CFU/ml = 0,5
McFarland standard) be{e podgotvena od 48
~asovna kultura na Y. ruckeri odgledana vo
triptozen soja bujon na temperatura od 25OS.
Podgotvenata kultura be{e razredena so
voda od ribnikot vo odnos 1:20 (1 l kultura +
19 l voda). I vakciniranata i kontrolnata
grupa ribi bea potopuvani vo vremetraewe
od 60 min. vo razredenata kultura na Y. ruckeri
so postojana aeracija. Po infekcijata,
ribite bea nabquduvani za vreme od 21 den.

Vo toj period, site uginati ribi i ribite so
izrazeni klini~ki simptomi na jersinioza
bea otstranuvani od ribnikot i testirani na
prisustvo na Y. ruckeri.

Efikasnosta na vakcinata be{e utvrdena
so presmetuvawe na relativniot procent na
pre`ivuvawe (RPP) na ribite po
ve{ta~kata infekcija spored slednava
formula:

RPP % = ( 1 – A / B ) x 100

kade e

A- procent na uginati ribi od vakcinalnata
grupa

B- procent na uginati ribi od kontrolnata
grupa

Slika 5. Ve{ta~ka infekcija na podmladokot
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Slika 4. Vakcinacija na podmladokot

Slika 3. Razreduvawe na vakcinalnata suspenzija
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DISKUSIJA

Rezultatite od eksperimentot realiziran
so cel testirawe na avtogena vakcina kako
metod za suzbivawe na jersiniozata gi
potvrduvaat naodite na Rodgers (23) za
opravdanosta na vakcinacijata vo ribnicite
kade bolesta se javuva. Odredeni iskustva vo
proizvodstvoto na vakcina protiv jersi-
niozata (24) se steknati i pred pri~initelot
da go najde svoeto mesto vo sistematikata na
bakteriite pri~initeli na bolesti kaj
ribite (10), po koe sledat opse`ni
istra`uvawa za mo`nostite na primena na
razni tehniki na podgotovka na vakcinata i
testirawe na nejzinata efikasnost (1, 6, 7,
13, 14, 15, 16, 17, 19, 22).

Vo postapkata na podgotovka na
vakcinalniot preparat, za inaktivacija na
bakteriskite kletki koristevme samo
formalin soglasno preporakite na Austin i
sor. (3) i Johnson i sor. (14). Amend i sor. (1)
vo podgotovkata na preparatot koristele
butanol-ekstrahiran LPS antigen od
bakteriite i zaklu~ile deka imerzionata

REZULTATI

Rezultatatite od testiraweto na efikasnosta na vakcinata se prika`ani vo tabelite 1 i 2.

Tabela 1. Rezultati od ve{ta~ka infekcija kaj vakcinalnata grupa

      Vkupen broj edinki    Broj uginati edinki       Mortalitet (%)

Tabela 2. Rezultati od ve{ta~ka infekcija kaj kontrolnata grupa

       Vkupen broj edinki    Broj uginati edinki        Mortalitet (%)

So zamena na dobienite vrednosti vo formulata za odreduvawe na relativniot
procent na pre`ivuvawe se dobiva:

RPP = ( 1 – 11 / 87 ) x 100 = 87,4 %

Od podatocite vo tabelite 1 i 2, sleduva deka procentot na pre`ivuvawe na ribite
vo vakcinalnata grupa iznesuva 89%, a vo kontrolnata grupa 13%.

100 11 11

100 87 87

vakcinacija so ovoj ekstrakt e isto efikasna
kako i inaktivacijata so formalin. Nave-
denite avtori uka`uvaat deka preparatite
podgotveni na vakov na~in se bezbedni za
upotreba i davaat odli~ni rezultati kaj ribi
pote{ki od 1 g.

Rezultatite od ve{ta~kata infekcija
odgovaraat na rezultatite na Johnson i sor.
(15),  Johnson i Amend (16), Newman i Majnarich
(19) i Raida i Buschman (22). Ovie avtori vo
istra`uvaweto na mo`nostite za vakci-
nacija na salmonidnite ribi protiv
jersinioza primenile i drugi metodi na
primena (i/p, tu{irawe i sprej) vo zavisnost
od kategorijata i telesnata masa na ribite.
Tie utvrdile deka vakcinacijata so
potopuvawe dava najdobri rezultati kaj
ribite so te`ina 4 - 6 g. Ve{ta~kata
infekcija so imerzija na ribite go imitira
prirodniot na~in na zarazuvawe i treba
sekoga{ da se primenuva pri testirawe na
efikasnosta na vakcinata. Ovaa ekspo-
ziciona tehnika najverojatno gi aktivira
imunite mehanizmi na povr{inata na teloto
i korenspondira na mukozniot odgovor (22).
Primenetiot metod za vakcinacija i
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ve{ta~ka infekcija na ribite so imerzija e
opravdan so ogled na telesnata te`ina na
ribite vo eksperimentot, ednostavnosta na
izveduvaweto i prirodniot na~in na
vleguvawe na antigenot vo organizmot.
Steknatite iskustva na drugi avtori i
visokiot procent na za{titeni ribi vo ova
istra`uvawe uka`uvaat deka i pokraj
postoeweto komercijalni vakcini za
kontrola na jersiniozata, najdobro e vakci-
nacijata da se sproveduva vo ribnik kade se
pojavuva zaboluvaweto so izolat dobien od
istiot ribnik. Austin i sor. (3) vo istra-
`uvawata sprovedeni vo Velika Britanija
utvrdile prisustvo na t.n. nova biogrupa na
Yersinia ruckeri protiv koja komercijalnite
vakcini ne poka`ale zadovolitelen efekt.
Za uspe{na imunoprofilaksa, navedenite
avtori proizvele avtogena vakcina od
reprezentativen izolat i postignale
relativen procent na pre`ivuvawe na
vakciniranite ribi pogolem za 29% vo odnos

na komercijalnata vakcina.
Utvrdenoto pre`ivuvawe na ribite vo

kontrolnata grupa vo koja mortalitetot

iznesuva{e 87%, potvrdi deka dozata za

ve{ta~ka infekcija e pravilno odredena (8,
15, 28) i ovozmo`i da go presmetame

relativniot procent na pre`ivuvawe na

ribite kako edinstveno merilo za testirawe

na vakcinata. Dobienata vrednost za RPP od

87,4% zna~itelno ja nadminuva dolnata

granica od 60% prepora~ana od Johnson i sor.

(15), odnosno 70% kako {to naveduva Ward (28)
i uka`uva na visok stepen na steknata

specifi~na otpornost kaj vakciniranite

edinki.

Sporedeno so drugite metodi na vakci-

nacija na ribite, imerzijata t.e. poto-

puvaweto na ribite vo vakcinalna suspenzija

e metod na izbor poradi ednostavnata

upotreba i minimalniot stres kaj vakci-

niranite edinki.
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ABSTRACT

The aim of this study was to produce an autogenous vaccine from Yersinia ruckeri isolate and to test it’s efficacy
in field conditions.
Colonies of Yersinia ruckeri biotype I isolated from rainbow trout with haemorrhagic septicemia were cultivated
in TSB and inactivated with formalin. The vaccine was diluted and administered by immersion of rainbow trout
fry (~ 4.5 g BW) in the vicinal suspension. The experimental infection was done 28 days post vaccination by
immersing the fry in infectious suspension of the same isolate. Mortality of the control and vaccinated fish was
87% and 11%, respectively. Vaccinated fish showed high level of gained specific resistance to the infection (RPS
87,4%).

Key words: yersinia ruckeri, rainbow trout, vaccination, experimental infection
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