Streszczenie

Bakterie z grupy Shewanella putrefaciens, do niedawna uwazane za halofilne,
dzigki zdolnosciom adaptacyjnym staty si¢ przyczyng zaburzen zdrowotnych ryb
stodkowodnych. W ostatnich latach stwierdzano liczne przypadki chorobowe
jednoznacznie wskazujace, ze Shewanella stanowig zagrozenie dla zdrowia réznych
gatunkow tych zwierzat. Dotychczasowe badania izolatow pozyskanych od ryb dotyczyty
gtownie analizy cech biochemicznych bakterii, natomiast nie prowadzono badan
serologicznych oraz identyfikacji czynnikéw warunkujgcych ich chorobotworczo$é
dla ryb. Fragmentaryczne sg rowniez badania genotypowe tych drobnoustrojow. Celem
niniejszej rozprawy  doktorskiej bylo uzyskanie brakujacych  odpowiedzi
na te zagadnienia.

W dysertacji zaprezentowano szczegbtowsg charakterystyke fenotypowsa
| genotypowg izolatow z grupy S. putrefaciens oraz okre$lono zaleznosci pomiedzy
niektorymi wilasciwosciami tych bakterii, a ich patogennoscia dla karpi i pstragow.
Badania objety izolaty pochodzace rowniez od innych gatunkow ryb hodowlanych, dziko
zyjacych oraz ozdobnych. Pierwszy etap obejmowat analizy fenotypowe w celu
okres$lenia wiasciwosci enzymatycznych, serologicznych i wrazliwosci na $rodki
przeciwbakteryjne. W drugim etapie skupiono si¢ na analizie genotypowej bakterii w celu
ich identyfikacji 1 roznicowania Oraz ocenie zgodnosci cech genotypowych
z fenotypowymi w kontekscie chorobotworczosci. Wnioski z tych badan zweryfikowano
w ostatnim etapie prac polegajacym na eksperymentalnym zakazeniu ryb.

Bakterie wstepnie zidentyfikowane jako S. putrefaciens wykazywaly rozng
aktywno$¢ biochemiczng w odniesieniu do nielicznych substratow. Zaobserwowano
zroznicowang wrazliwo$¢ na $rodki przeciwbakteryjne, jednak brak kryteriow
interpretacji antybiograméw uniemozliwia aktualnie ocen¢ in vitro skutecznosci
potencjalnego leczenia szewanellozy.

Niektore cechy fenotypowe, takie jak aktywno$¢ enzymatyczna izolatow,
wykazaty zwigzek z Klinicznymi objawami obserwowanymi u zakazonych ryb.
Aktywno$¢ hemolityczna moze W nizszych temperaturach odgrywaé istotng rolg
W patogennos$ci tych mikroorganizméw. Znalazto to potwierdzenie w prezentowanych
badaniach i obserwacjach klinicznych dotyczacych wystepowania U ryb zakazen

S. putrefaciens przy temperaturze wody wynoszacej okoto 10°C.



Waznym aspektem badan bylo opracowanie autorskiej metody serotypowania
bakterii z grupy S. putrefaciens i jej zastosowanie do réznicowania izolatow, rowniez
w kontekscie patogenno$ci. Pomimo zakwalifikowania wigkszosci badanych bakterii
do wyznaczonych wariantow serologicznych, liczna grupa izolatow
niezidentyfikowanych potwierdzita duza roznorodnos¢ Shewanella.

Analiza filogenetyczna fragmentu genu 16S rRNA wykazata duze zréznicowanie
genetyczne izolatow, ktore zostaty zakwalifikowane do trzech gatunkow: S. putrefaciens,
S. xiamenensis oraz S. oneidensis. Jednoczes$nie, trudnosci w klasyfikacji kilku izolatow
potwierdzaja réznorodno$¢ w obrebie badanej grupy drobnoustrojow. Moga rowniez
$wiadczy¢ o obecnos$ci nieopisanych dotad gatunkow rodzaju Shewanella.

Zroéznicowanie genotypow wyznaczonych metodg ERIC-PCR zaobserwowano
zar6wno pomigdzy gatunkami, jak rowniez W obrebie S. putrefaciens, S. xiamenensis
oraz S. oneidensis. Metoda charakteryzowata si¢ uniwersalnoscia i wysoka sitg
roznicujaca. Wigksze zréznicowanie wystepowato u S. putrefaciens i S. oneidensis
w pordéwnaniu do S. Xiamenensis. Obserwowano pewne zalezno$ci pomiedzy genotypem
izolatu, a objawami chorobowymi wywotywanymi u ryb. Badania genomowego DNA
bakterii z grupy S. putrefaciens metoda PFGE wykazaly zréznicowanie profili
genotypowych, jednak niepoliczalne fragmenty restrykcyjne genomowego DNA
wykluczyly mozliwos¢ zastosowana metody w badaniach epidemiologicznych.
W dochodzeniu Zrédet 1 drog szerzenia si¢ zarazka z powodzeniem moze by¢ natomiast
uzyta technika ERIC-PCR.

Zakazenia eksperymentalne potwierdzity patogennos¢ bakterii -z grupy
S. putrefaciens, jednak w zaleznosci od gatunku ryb obserwowano rozne objawy
chorobowe oraz rézna $miertelno$é. U zakazonych karpi dominowaty zmiany skorne,
natomiast u zakazonych pstragéw notowano mniej nasilone objawy niespecyficzne,
jak np. wytrzeszcz galtek ocznych. Zaréwno u karpi jak i pstragéw brak lub niewielkie
nasilenie zmian chorobowych obserwowano gtownie po zakazeniu S. oneidensis
oraz S. xiamenensis. Najwiekszg, siegajaca 100% $miertelnos¢ odnotowano u pstragow
teczowych zakazonych jednym z izolatow S. putrefaciens.

Biorac pod uwage uzyskane wyniki konieczna jest kontynuacja badan
ukierunkowanych na kompleksowg charakterystyke gatunkéw wyodrebnionych z grupy
S. putrefaciens, szczegolnie w odniesieniu do mechanizméw oraz genetycznych podstaw

ich chorobotworczosci dla ryb.



Summary

Shewanella putrefaciens group, until recently considered as a halophilic bacteria,
due to their adaptive abilities, became the causative agent of disease in freshwater fish.
Numerous health disorders reported in recent years clearly indicate that Shewanella pose
threat to different species of these animals. Up to date studies of isolates collected
from fish were focused mainly on their biochemical properties, however serological
examination and determination of their pathogenicity factors for fish were not performed.
Genotypic studies of these microorganisms are also scarce. The aim of current doctoral
thesis was to gain the missing answers for these issues.

The dissertation presents comprehensive phenotypic and genotypic
characterization of S. putrefaciens group isolates as well as determination
of the relationship between some properties of these bacteria and their pathogenicity
for carp and rainbow trout. The study included also isolates collected from other species
of farmed, wild, and ornamental fish. The first stage included phenotypic examinations
of enzymatic and serological properties as well as susceptibility to antibacterial agents.
The second stage was focused on genotypic analysis of bacteria for their identification
and differentiation as well as assessment of correlations between genotypic
and phenotypic properties and the context of pathogenicity. The conclusions of these
studies were verified in the last stage of work involving experimental infection of fish.

Bacteria preliminary identified as S. putrefaciens showed different biochemical
activity for a few substrates. Various susceptibility to antimicrobial agents was also
observed, however unavailability of antibiogram interpretation criteria makes impossible
in vitro evaluation of effectiveness of potential treatment of shewanellosis.

Some phenotypic properties of the isolates, such as the enzymatic activity, were
found related with clinical signs in infected fish. Haemolytic activity at lower
temperatures may play an important role in the pathogenicity of these microorganisms.
It was confirmed in the presented studies and clinical observations of health disorders
in fish infected with S. putrefaciens at water temperature of approximately 10°C.

An important aspect of the study was the development of the author's serotyping
method for bacteria belonging to S. putrefaciens group and its application
for the differentiation of isolates, also in the context of pathogenicity. Despite

the majority of tested bacteria being classified to the defined serological variants,



numerous group of serologically unidentified isolates confirmed huge diversity
of Shewanella.

Phylogenetic analysis of the partial 16S rRNA gene showed a large genetic variety
of the isolates, which were classified into three species: S. putrefaciens, S. xiamenensis,
and S. oneidensis. Simultaneously, difficulties in the classification of some isolates
confirmed the diversity in the tested group of microorganisms. They may also indicate
on the presence of not yet described species within the genus Shewanella.

The diversity of genotypes determined by the ERIC-PCR method was observed
both between species as well as within S. putrefaciens, S. xiamenensis and S. oneidensis.
The method was universal and showed high discriminatory power. Greater variation
occurred among S. putrefaciens and S. oneidensis compared to S. xiamenensis.
Some correlations between genotype and clinical symptoms developed in fish were
observed. PFGE studies of the genomic DNA of S. putrefaciens group showed
the diversity of genotypic profiles, however the uncountable restriction fragments
of genomic DNA ruled out the possibility of application of the method for epidemic
typing. Hence, ERIC-PCR might be successfully used to investigate sources and routes
of the pathogen spread.

Experimental fish infections confirmed the pathogenicity of S. putrefaciens group,
however the clinical signs and mortality rate in diseased fish depended on fish species.
Skin lesions predominated in infected carp, while infected trout showed less intense non-
specific symptoms such as exophthalmia. Both in carp and trout low intensive or no health
disorders were observed following S. oneidensis and S. xiamenensis infections.
The highest mortality rate reaching up to 100% was noted in rainbow trout infected with
one of S. putrefaciens isolates.

Considering the obtained results, there is a need for future investigations focused
on comprehensive characterization of species distinguished within Shewanella group,
precisely targeting mechanisms and genetic background of pathogenicity for fish.



