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Czy wirusobdjcze ekstrakty roslinne sa w stanie zapobiec infekcji karpia pospolitego
(Cyprinus carpio L) wirusem CyHV-3 (Cyprinid herpesvirus 3)?

Cyprinid herpesvirus 3 (CyHV-3) to wirus infekujacy karpia pospolitego oraz jego ozdobng odmiang
— karpia koi. Wirus CyHV-3 zwany roéwniez wirusem KHV wywotuje chorobe KHVD prowadzaca do
masowych $nie¢ Karpi siggajacych nawet do 100% populacji. Wirus ten pojawit si¢ pod koniec lat 90-tych
XX wieku i nadal stanowi przyczyne ogromnych strat w akwakulturze. Naukowcy od wielu lat staraja sig
znalez¢ rozwigzanie tego problemu. Prowadzone sg liczne badania majace na celu wzmocnienie odpornosci
karpi hodowlanych poprzez podanie im immunostymulantow, szczepienia a takze dobor do rozrodu
osobnikow cechujacych si¢ najwigkszg odpornoscia. Wszystkie zaproponowane jak dotad rozwigzania nadal
pozostaja w fazie badan i zadne z nich nie stato si¢ jeszcze powszechnie dostepne. Rozwigzania te powinny
by¢ bezpieczne, ekonomiczne i tatwe do zastosowania w akwakulturze.

Wyniki wstepnych badan pilotazowych wykazaty, ze ekstrakty etanolowe z dziurawca i z babki
lancetowatej inaktywowaty wirusa CyHV-3 w $rodowisku pozakomoérkowym, czyli dziataty wirusobojczo.
Dziurawiec oraz babka lancetowata, to rosliny od wiekow powszechnie stosowane w medycynie ludowej ze
wzgledu na dziatanie prozdrowotne. Podawanie w paszy ekstraktow z tych roslin miato pozytywny wptyw
na zdrowie tososia atlantyckiego i pstraga tgczowego, zatem mozna si¢ spodziewac, ze ekstrakty te beda
rowniez bezpieczne dla karpia. W eksperymencie pilotazowym, w warunkach in vitro, etanolowe ekstrakty z
dziurawca i z babki lancetowatej wykazywaly bardzo silne dziatanie wirusobojcze, totez w niniejszym
projekcie zostanie zbadana ich aktywno$¢ w warunkach in vivo.

Sktad ekstraktéow roslinnych (ER) jest silnie uzalezniony od metody i warunkow ekstrakcji.
Roznice w skfadzie ekstraktow, moga skutkowaé tym, ze beda charakteryzowaly si¢ odmiennymi
wilasciwosciami biologicznymi. Materiat rolinny zostanie poddany ekstrakcji w r6znych warunkach metoda
klasyczng przy uzyciu etanolu a takze metoda z dwutlenkiem wegla w warunkach nadkrytycznych (scCOy).
Metoda ekstrakcji scCO; jest wysoce wydajna i przyjazna dla srodowiska, jednak nie wiadomo, czy ER
otrzymane ta metodg réwniez wykaza aktywnos¢, ktora zaobserwowano w badaniu pilotazowym, poniewaz
w badaniu pilotazowym zastosowano ekstrakty etanolowe. Aktywnos¢ wirusobdjcza wszystkich ER zostanie
poréwnana W warunkach in vitro. Na podstawie otrzymanych wynikow, zostanie wyloniona metoda
warunkujagca uzyskanie ER charakteryzujacych si¢ najsilniejszymi wlasciwosSciami wirusobojczymi.
Zbadany zostanie rowniez sktad wszystkich ER w celu wytypowania sktadnikow mogacych odgrywac
kluczows role w wirusobdjczym dziataniu ER. Aktywnos$¢ tych sktadnikow zostanie potwierdzona w
badaniach in vitro, zarowno pojedynczo jak i w kombinacjach, ze wzgledu na mozliwe Synergistyczne
dzialanie zwigzkéw zawartych w ER. W rezultacie zostang uzyskane informacje umozliwiajace
standaryzacj¢ wirusobojczych ER. Najskuteczniejsze ER zostang zastosowane w eksperymentach in vivo.

Gléwnymi wrotami dla infekcji wirusem CyHV-3 jest skora karpia, ktora jest pokryta warstwg
$luzu. Sluz ten op6éznia moment kontaktu wirusa z komérkami naskérka ryby — zatem opdznia moment
infekcji. Wydaje si¢ prawdopodobne, ze wirus rozsiewany przez zainfekowane osobniki do srodowiska moze
zosta¢ inaktywowany przez ER, zanim wirus zdazy zainfekowaé rybe. Zatozenie to zostanie przetestowane
w eksperymentach in vivo. Ekstrakty zostang dodane od wody w ktorej beda przetrzymywane niezakazone
karpie. Nastgpnie w tym samym zbiorniku zostang umieszczone karpie zakazone wirusem CyHV-3.
Planowane badania wyjasnig czy ER zaaplikowane do wody w stezeniu bezpiecznym dla karpia, zapobiegna
transmisji wirusa CyHV-3 z ryby zakazonej do niezakazonej. Aktywno$¢ ER w roéznych stezeniach zostanie
przetestowana celem okreslenia najnizszego stezenia ER hamujgcego transmisje wirusa w populacji karpi.
Pozwoli to okresli¢ maksymalng mozliwg skalg zastosowania ER w profilaktyce przenoszenia wirusa z ryb
zakazonych na niezakazone (duze stawy, czy mniejsze zbiorniki shuzgce przetrzymywaniu karpi koi).

Badania przeprowadzone z udziatem tososia atlantyckiego i pstraga teczowego dowiodly, ze ER z
dziurawca oraz babki lancetowatej podawane wraz z pasza dziataly immunomodulujaco na te ryby. Skora i
skrzela nalezg do powierzchni §luzowych ryb, podobnie jak jelita, totez mozna si¢ spodziewaé, ze ER
dodane do wody, w ktérej bytujg karpie, moga modulowaé ich odpowiedZz immunologiczng. Ponadto kontakt
powierzchni $luzowych (skory, skrzeli, jelit) z antygenem danego patogenu moze rowniez modulowaé
odpowiedz immunologiczng ryby skierowang przeciwko temu patogenowi. W babce lancetowatej
stwierdzono obecnos$¢ saponin, substancji, ktore dziataty jak adiuwanty nasilajac specyficzng odpowiedz
immunologiczng u karpa. Biorac pod uwage te odkrycia, mozna podejrzewaé, ze wirus CyHV-3, ktory
bedzie uwalniany przez zakazone ryby, a nastgpnie inaktywowany przez wirusobdjcze ER, moze dziataé jak
szczepionka stosowana na blony Sluzowe. W trakcie realizacji niniejszego projektu zostanie zbadana
odpowiedz immunologiczna u karpi poddanych zakazeniu wirusem CyHV-3 w obecnosci ER w $rodowisku
wodnym. Badania planowane w niniejszym projekcie dostarcza podstawowej wiedzy, ktéra moze okazac sig¢
uzyteczna do opracowania metody zapobiegania rozsiewaniu si¢ wirusa w populacji karpia, jak rowniez
nowej metody szczepienia karpi. Istnieje duze prawdopodobienstwo, ze obie te metody bedg bezpieczne,
wygodne w uzyciu, przyjazne dla srodowiska i jednocze$nie ekonomiczne.




