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Ichtioftirioza - od diagnostyki do terapii

powaniem pasozyta w Srodowisku wodnym (Bernad 2013,

Wstep Bernad i in. 2016a,b).

Ichtioftirioza (Ich) jest wywotywana przez pasozytni- Celem pracy byto przedstawienie aktualnego stanu wie-
czego orzeska Ichthyophthirius muiltifiliis (I. multifiliis), dzy na temat choroby, znaczenia diagnostyki w profilaktyce
nazwanego kulorzeskiem ze wzgledu na kulistg budowe i terapii, wybranych aspektéw patogenezy ze szczegdlnym
komorki wyposazonej w rzgski na catej powierzchni. Drugi zwrdceniem uwagi nha procesy immunologiczne oraz
czton tacinskiej nazwy ,muiltifiliis” oznacza ,duzo”, co bez- metody zwalczania pasozyta. W pracy wykorzystano
posrednio nalezy rozumie¢ jako ,duzo potomstwa”, tzw. wybrane pozycje literatury oraz do$wiadczenie wiasne
ptywek (zwanych terontami) (Weiiin. 2013). Ze wzgledu na zespotu autorskiego, jednoczeénie analize ograniczono do

gtbwny objaw, nazywana jest ,,chorobg biatej plamy” (ang.
white spot disease, WSD), a takze "ospa rybig". ,Plamy”,
a wtasciwie ,kropki” sg efektem uszkodzenia skoéry
i obumierania tkanek wokét pasozyta. Jej przebieg zalezy

wybranych gatunkéw ryb hodowlanych.

Biologia pasozyta i cykl rozwojowy

od gatunku ryb, intensywnosci i ekstensywnosci inwazji, Kulorzesek jest blisko spokrewniony z wolno zyjgcymi
warunkow hodowli, wieku i ogolnej kondycji ryb oraz pory niepasozytniczymi orzeskami z rodzajow Tetrahymena
roku. Choroba dotyczy skory i/lub skrzeli, wszystkich zna- i Paramecium, poprzez przynaleznosé do rzedu Hymeno-

nych obecnie gatunkéw ryb stodkowodnych. I. multifiliis po
raz pierwszy zostat opisany w 1867 roku przez Forqueta
i byt znany hodowcom ryb juz w X wieku, w Chinach i naj-
prawopodobniej stamtgd przywedrowat do Europy. Aktu-
alnie jest okreslany jako gatunek kosmopolityczny wyste-
pujacy na catym swiecie, w wigkszosci stref klimatycznych
(Alvarez-Pellitero 2004, Wei i in. 2013). Z uwagi na
doskonate przystosowanie do pasozytniczego trybu zycia,
stanowi state zagrozenie dla ryb hodowlanych, wolno
zyjacych oraz akwariowych. Nowoczesne technologie
hodowli ryb, a zwtaszcza ich intensywnos¢ i duze zagesz-

stomatida (Dickerson 2012). Jego rozw6j charakteryzuje sig
cyklem prostym (rys. 1), w ktérym 90% czasu trwania cyklu
przebywa na powierzchni ciata zywiciela, pod postacig tro-
fontu (fot. 1). W tym stadium chroni sie pod nabtonkiem
wyscietajgcym jame gebowg, skrzela oraz pokrywajgcym
rogowke, jak réwniez pod naskorkiem — zawsze powyzej
warstwy podstawnej (Abowei i in. 2011). Bytowanie w tym
miejscu chroni go przed dziataniem czynnikbw zewnetrz-
nych i utrudnia jego eliminacje. Cata komorka pasozyta
pokryta jest rzeskami, ktore dziatajg draznigco, zwtaszcza

czenia, mata wymiana wody oraz brak naturalnych wrogow w poczatkowym stadium inwazji. Pasozyt odzywia sig
biologicznych w zbiornikach, przyczyniajg sie do powsta- komoérkami naskoérka, nabtonka, bakteriami oraz ptynami
wania idealnych warunkéw bytowania dla kulorzeska. tkankowymi. Zerujacy na rybach trofont, rosnie do wielkosci
W Polsce choroba jest diagnozowana systematycznie, co 0,5-1 mm, powodujgc hiperkeratoze, widoczng jako biate
prawdopodobnie jest spowodowne powszechnym wyste- kropki — plamki.
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nablonkiem skrzeli gospodarza Q

Rozwao) tomitow Tomity w cyscie

Rys. 1. Cykl rozwojowy Ichthyophthirius multifiliis.

Fot. 1. Trofont w zeskrobinach ze skory w otoczeniu réznych komérek.

Znajomos¢ cyklu rozwojowego jest podstawg monito-
ringu diagnostycznego, ktéry stanowi wazny element
w prowadzeniu zaréwno profilaktyki, jak i terapii. Opisuje sie
trzy gtéwne stadia rozwojowe pasozyta: inwazyjny teront
(stadium inwazyjne, fot. 2), trofont (zalezne od zywiciela,
stadium wegetatywne), tomont (stadium reprodukcyjne
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Trofonty w naskérku i pod 6 g
]

Teronty atakuja
nablonek gospodarza

bytujace w wodzie, przechodzgce w stadium
tomocysty) (Abowei i in. 2011, Dickerson 2012,
Wei i in. 2013). Teronty, nazywane ,ptywkami®
wykazujg chemo- i fototaksjg, co utatwia im
szybkie docieranie do powierzchni ciata ryb.
Formy te ,wyczuwajg“ komponenty tkanek ryb,
w tym immunoglobuliny i $luz. Prawdopodob-
nie wnikajg przez komorki kolbkowe nabtonka
i naskoérka (Dickerson 2012). Dopiero po
osiggnieciu odpowiednich rozmiaréw i odpo-
wiedniej struktury ciata, co trwa ok. 2 dni
w temp. wody 25-28°C, 3-4 dni w temp.
21-24°C lub 10-14 dni w temp. 15°C, pasozyt
gotowy jest do opuszczenia ryby i encystacji
(Abowei i in. 2011, Klasius i Rogers 1995).

T"mityl OPUSZCZAA  Zanim to nastapi jest wolno ptywajacym proto-
pekuiety cyste

montem i jesli przedwcze$nie opusci zywiciela,
przed zakonczeniem petnego rozwoju, nie
przeksztatca sie w cyste i ginie (Wei i in. 2013).
W innym razie protomonty otaczajg sie cienkg
btong i tworzg cyste, juz po 15 min, do kilku
godzin. Ocystowane pasozyty przytwierdzajg
sie do roslin lub do statych elementow w zbior-
niku wodnym. Cysta jest kluczowym etapem
w rozwoju i ze wzgledu na dwuwarstwowg
budowe jej $ciany trudna do zniszczenia. We
wnetrzu cysty nastepuje rbwnomierny, binarny
podziat na tomity (od 250 do 2000 osobnikow,
stadium przedinwazyjne), ktére po opuszczeniu
cysty stajg sie inwazyjnymi terontami. Penetra-
cje tkanek zywiciela umozliwia enzym — hialuro-
nidaza oraz perforatorium, co pozwala wnikngé
do gtebszych warstw naskorka, gdzie pasozyt
ro$nie i przybiera ksztatt kulisty, a jego makro-
nukleus staje sie podkowiasty (dojrzaty trofont).
Ten etap domyka rozwéj pasozyta na rybach,
po ktérym pasozyt wypada z ciata ryb i cykl sie
powtarza (rys. 1).

Ze wzgledu na duzg podatnos¢ nieocysto-
wanych stadibw wolno ptywajgcych na
dziatanie chemioterapeutykéw, ptywki i proto-
monty sg gtownym stadium zwalczanym
w kgpielach leczniczych. Kazdorazowo czesto-
tliwos¢ kapieli dopasowuije sie do cyklu rozwo-
jowego pasozyta w danych warunkach gospo-
darstwa. Najsilniejsze inwazje majg miejsce
wiosng i latem, ze wzgledu na sprzyjajgcg szyb-
kiemu rozwojowi temperature wody. Jednakze
pasozyt moze by¢ grozny w innych porach roku, szczegél-
nie trudne jest postepowanie w miesigcach jesiennych, przy
zbyt niskiej temperaturze do wykonywania kgpieli (Bernad
2016a,b, obserwacje wtasne, dane niepublikowane).
Dodatkowo sprzyja temu zmniejszenie wysycenia wody tle-
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Fot. 2. Mioda forma kulorzeska, w poczatkowym stadium rozwoju w naskorku.

Fot. 3. Kulorzgsek w skrzelach, osadzony na wierzchotkach listkow skrzelowych, widoczne
przekrwienie.

Fot. 4. Kulorzesek w skrzelach, osadzony u podstawy listkow skrzelowych, widoczna ane-
mizacja skrzeli.

nem, eutrofizacja zbiornikéw i brak naturalnych wro-
gow, jak np. oczlika (Cyklops strenuus) (Antychowicz
i Pekala 2015).

Patogeneza i przebieg choroby

Pierwsze objawy choroby mozna obserwowaé
w fazie zwiastunowej, tj. zaprzestanie pobierania
pokarmu, ostabienie, wykonywanie gwafttownych
ruchéw, a takze ocieranie sig o dno, roéliny i elementy
konstrukcyjne zbiornika (tzw. flashing). Taki efekt
moze powodowac wiele innych czynnikow. Na skutek
mechanicznych uszkodzen ciata moze dochodzi¢ do
utraty tusek i powstawania przekrwionych ubytkow
w skorze (Bernadiin. 2016b). Ptetwy sg czesto pozle-
piane, badz postrzepione, natomaist typowe
biatoszarawe ,gruzetki“ pojawiajg po pewnym czasie,
a czesto sg niewidoczne. W gabczastej warstwie
skory wtasciwej rozrasta sie sie¢ naczyn krwiono-
Snych. Pojawiajg sie w niegj liczne leukocyty (zwtasz-
cza w miejscu osiedlania si¢ pasozyta). Po 15-19
dniach rozrost naskérka staje sie mniej intensywny,
a uszkodzone elementy skéry moga oddziela¢ sie
i odpadac. Zmiany zwyrodnieniowe mogg takze roz-
wija¢ sie¢ w warstwie gagbczastej skéry witasciwej,
ktéora w duzym stopniu zanika. Skéra moze byé
pokryta zwiekszong iloscig $luzu. Jesli pasozyt roz-
wija sie w skrzelach, ryby mogg sie grupowac na
ptyciznach, pod powierzchnig wody, w miejscach
o lepszym natlenieniu. Wystepuje duszno$¢, jako
efekt hipertrofii nabtonka listkbw skrzelowych.
Blaszki skrzelowe zlepiajg sie, ograniczajgc tym
samym powierzchnie wymiany gazowej. Skrzela
stajg sie ciemnoczerwone, obrzekte, pokryte duzg
iloscig $luzu. W ich obrebie moze dochodzi¢ do zmian
martwicowych (fot. 3 i 4).

Nie obeserwuje sie roznic miedzygatunkowych
w wygladzie zmian histopatologicznych, aczkolwiek
pojedyncze ryby lub grupy ryb tego samego gatunku
wykazujg znaczne roéznice w podatnosci na zakaze-
nie, a w konsekwenciji w charakterze i stopniu nasile-
nia zmian histopatologicznych (Ventura i Paperna
1985, Elsayed i in. 2006). Komérki tkanki pozo-
stajgcej pomiedzy pasozytem a btong podstawng
ulegajg zwyrodnieniu migzszowemu, szklistemu oraz
martwicy. Czasami w preparatach histologicznych
mozna zauwazy¢ histolize, kiedy trofonty migrujg
wewnatrz tkanki. Stopniowe ztuszczanie sig, poste-
pujace zwyrodnienie, martwica i odrywanie komoérek
wierzchniej warstwy jest najbardziej widoczne w sko-
rze, gdzie warstwy naskérka obejmujgce trofonty
wybrzuszajg sie powyzej powierzchni skory i skrzeli
(Ventura i Paperna 1985, Elsayed i in. 2006).
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Nalezy réwniez nadmienic, ze skrzela petnig klu-
czowag role w utrzymaniu réwnowagi kwasowo-zasa-
dowej ptynéw ustrojowych i wtasciwego cisnienia
osmotycznego. Uposledzenie ich funkcji moze przy-
czyni¢ sie do wystgpienia uszkodzenia funkcji
narzadéw, na skutek zatrucia szkodliwymi produk-
tami przemiany materii, co objawia sig ich bladoscig
i zwiotczeniem migsnia sercowego. Przy intensywnej
inwazji, nieodpowiednich warunkach hodowlanych
i stabej kondycji immunologicznej ryb moze docho-
dzi¢ do masowych $nig¢, nawet do 12 godzin od
wnikniecia pasozytow (Dikerson 2012, obserwacje
wtasne, dane niepublik.). Ryby, ktére przechorowaty,
lub u ktorych inwazja przebiegata ekstensywnie, stajg
sie bezobjawowymi nosicielami pasozyta i moga
przyczynia¢ sig¢ do utrzymania zagrozenia. Dlatego
tez nalezy uwaznie obserwowac nawet nieznaczny
stopien nosicielstwa, zwtaszcza w systemach
zamknigych. Dodatkowo uszkodzona skéra i skrzela
mogg umozliwi¢ przedostanie sie czynnikom pato-
gennym, jak réwniez utatwia¢ przenikanie do organi-
zmu ryb substancji toksycznych (pestycyddw), nasi-
lajac niekorzystne efekty ich oddziatywania (Szarek
iin.2006). Przy powiktaniach bakteryjnych obserwuje
sie rozw6j dodatkowych zmian w tkankach. Trudniej-
sze w przebiegu sg takze inwazje mieszane, np.
z Gyrodactylus spp. u pstrgga teczowego (fot. 5) (Ber-
nad 2016b, obserwacje wtasne, dane niepublik.).

Metody diagnostyczne stosowane
do monitorowania inwazji
kulorzeska

Podstawg monitoringu pasozyta jest diagno- Fot. 6. R6zne stadia rozwojowe w zeskrobinach ze skory.

styka mikroskopowa preparatébw niebarwionych

zeskrobin ze skéry lub skrzeli, w ktérych poszuku-

jemy charakterystycznych form rozwojowych kulorzeska
(rys. 1, fot. 11 2) (Abowei i in. 2011, Bernad i in. 2016b).
Materiat do badan mozemy pobiera¢ przyzyciowo lub
pos$miertnie, bezposrednio po us$pieniu ryb do badan.
Wykonujac biopsje mozemy pobiera¢ mate fragmenty bla-
szek skrzelowch, skoéry, $luzu i fragmenty ptetw. Badania
parazytologiczne obejmujg na ogét obserwacje makro-
i mikroskopowe. Makroskopowo zwraca sie uwage na
widoczne zmiany anatomopatologiczne. Badania mikro-
skopowe przeprowadza sie¢ metodg obserwacji Swiezych
preparatéw niebarwionych lub barwionych. W przypadku
l.multifiliis stosowane sg najmniejsze powiekszenia 40x,
60x, 100x. Pasozyty sg liczone na catej powierzchni prepa-
ratu (powierzchnia szkietka nakrywkowego 22 mm x 22
mm), a stopien inwazji okresla si¢ szacunkowo. Wyniki
obserwacji moga by¢ opisywane wedtug ponizszego sche-
matu: pojedyncze pasozyty —od 1 do 3 pasozytow w catym
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preparacie (+), dos¢ liczne pasozyty —od 1 do 3 pasozytow
w polu widzenia (++), liczne pasozyty —od 4 od 10 pasozy-
téw w polu widzenia (+++), bardzo liczne pasozyty — powy-
zej 10 pasozytow w polu widzenia (niepoliczalne) (++++). Za
nosicielstwo uznaje sie stopien intensywnosci oceniany
jako (+) i (++4), natomiast inwazje w stopniu (+++) oraz
(++++) klasyfikuje sig jako chorobe, bez wzgledu na to, czy
wystepujg objawy kliniczne (Bernad iin. 2016a, b). Monito-
rowanie diagnostyczne ma na celu uchwycenie zaleznosci
pomiedzy obecnoscig form dojrzatych i niedojrzatych (fot.
6). Jesli w preparatach nie stwierdza sig form niedojrzatych
przyjmujemy, ze $rodki terapeutyczne sg skuteczne, nato-
miast w przeciwnym razie przyjmujemy ze nie dziataja.
Mozemy dzigki takiemu spojrzeniu zmodyfikowa¢ metode
terapii. Dodatkowg zaletg badania jest mozliwos¢ oceny
stanu skrzeli i skory. Jesli skrzela sg bardzo zniszczone
mozna ograniczy¢ liczbe kapieli, wzmocnié procesy rege-
neracji lub zmieni¢ procedure terapii (fot. 3 i 4).
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Preparaty histopatologiczne wykazujg ograniczong
przydatnos¢ w monitorowaniu diagnostycznym. Moga by¢
barwione hematoksyling (po utrwaleniu w formalinie), barw-
nikiem Giemsy (utrwalone, np. w ptynie Bouina). Jesli mogg
by¢ wykonane to pozwalajg na lepsze zobrazowanie zmian
w tkankach. Pasozyt
Ssrodmigzszowej przestrzeni tkanki, zawierajgcej resztki
komorkowe i biatkowy ptyn tkankowy. Komorki naskoérka
bezposrednio sgsiadujgce z pasozytem sg hiperplastyczne,
zdegenerowane. Posiadajg pyknotyczne jgdro, obserwuje
sie ich obrzek i martwice. Naskérek infiltrowany jest przez
naciek limfocytarny i inne komorki stanu zapalnego, w tym
makrofagi i neutrofile. W lezacej ponizej warstwie ggbcza-
stej skéry pojawia sie obrzek oraz komorki zapalne.
W skrzelach trofonty osiadajgce w okolicy blaszki podstaw-
nej nabtonka listkéw skrzelowych pobudzajg go do hiper-
plazji (fot. 4). Nastepuje rowniez rozrost samych blaszek,
aprzy silnej inwazji cata przestrzen miedzyblaszkowa moze
by¢ wypetniona hiperplastycznym nabtonkiem, co nadaje
blaszkom drugorzedowym wyglad zblizony do kija golfo-
wego — ang. clubbed appearance (Antychowicz 2013a,b,
2015).

umiejscawia sie wewnatrz

Podstawy profilaktyki i terapii

Podstawg ogdlnej profilaktyki jest ochrona przed wpro-
wadzeniem pasozyta i nadmiernym rozwojem inwazji,
poprzez systematyczng kontrole i kwarantanne. Jedno-
czesnie istotna jest ochrona przed stresem oraz wtasciwe
zaspokojenie potrzeb pokarmowych. Obserwuje sie pewng
zalezno$¢ pomiedzy podatnoscig na zarazenie i przebie-
giem inwazji a jakoscig i sktadem paszy (Xueginiin. 2012).
Swoistym fenomenem jest utrzymywanie si¢ odpornosci
nabytej po przechorowaniu zarazenia, co sprzyja bezobja-
wowemu nosicielstwu i utrzymywaniu sie inwazji w gospo-
darstwie. Szczepy pasozyta cechuje zr6znicowana pato-
gennosé, jak rowniez immunogenno$¢, wynikajgca
z wiasciwej reakcji immunologicznej organizmu ryb.
Dziatanie terapeutyczne moze przebiega¢ kazdorazowo
odmiennie, z uwagi na ztozono$¢ proces6w zachodzacych
w organizmie, zr6znicowang patogennos$¢ i wrazliwos¢
pasozyta na srodki terapeutyczne. Reakcje uktadu immu-
nologicznego sg dynamiczne i bardzo zréznicowane. Jed-
nakze sg bardzo istotne dla przebiegu parazytozy.

Mechanizmy odpornosci wrodzonej
miejscowej i ogodlnoustrojowej

Naturalna bariera Sluzowa skory i skrzeli jest waznym
czynnikiem ograniczajgcym inwazyjno$¢ pasozyta. U kar-
pia Cyprinus carpio, juz po 36 godz. od ekspozycji rosnie
ekspresja silnego czynnika zapalnego, interleukiny — 1 beta
(IL-1 B). U pstraga teczowego (Oncorhynchus mykiss), w 4
dniu zarazenia znaczaco wzrasta zarbwno poziom IL-1 B,

22 KOMUNIKATY RYBACKIE

jak réwniez czynnika martwicy nowotworu alfa (TNF-q,
tumor necrosis factor alpha). Cytokiny te sg produkowane
prawdopodobnie przez makrofagi, komérki nabtonkowe lub
fibroblasty. W przypadku karpia odpowiedz uktadu
biatokrwinkowego zostata doktadnie zbadana i opisana
(Dickerson 2012). Przy pierwszej ekspozycji na teronty
w populacji dotgd niezarazonej dochodzi do infiltracji skory
przez neutrofile, ktére pojawiajg sie w nieunaczynionych
obszarach skoéry otaczajgcych pasozyta. Widoczny jest
wzrost ekspresji genéw chemokin CXCa, CXCR1, CXCR2,
bedacych istotnym czynnikiem regulujacym procesy immu-
nologiczne, np. wczesny naptyw neutrofili. W ciggu 2-3 dni
komorki zapalne otaczajg trofont, 5-6 dnia wiele leukocytéw
— eozynofile, neutrofile i bazofile — jest zwigzanych
z pasozytem w naskoérku i w skérze bezposrednio ponizej
miejsca jego umiejscowienia. W tym momencie odpowiedz
komérkowa jest zdominowana przez eozynofile, cho¢ limfo-
cyty tez sg obecne zwtaszcza w skérze. W populacji ryb,
ktore zetknety sie juz wezesniej z pasozytem, dominujgcymi
komorkami w 5-7 dniu odpowiedzi zapalnej sg eozynofile
(EGCs) i makrofagi, ktére otaczajg pasozyta i przylegte
tkanki. Zwiekszone wydzielanie chemokin CXCa, CXCR1,
CXCR2, IL-1B, TNF-a po zarazeniu kulorzeskiem swiadczy
o tym, ze molekuty te majg duze znaczenie dla stymulacji
funkcji obronych skéry. Obumarte granulocyty, btony
komérkowe i uwolnione ziarnistosci otaczajg urzesionego
i bardzo ruchliwego pasozyta, nie wykazujgcego zadnych
uszkodzen (fot. 1). Co wiecej, komorki nacieku zapalnego
moga stanowi¢ pozywienie dla pasozyta. W reakcji uwal-
niane sg enzymy, ktére stanowig istotny element odpowie-
dzi zapalnej. Uszkodzenia tkanek i zniszczenia komoérek
moga by¢ réwniez powodowane przez enzymy wydzielane
przez samego pasozyta, takie jak fosfatazy i niespecyficzne
esterazy. U karpia proces zapalny zaczyna sig od limfopenii
i neutrofilii. Naturalne komérki cytotoksyczne (NCCs, natu-
ral cytotoxic cells) przemieszczajg sie z nerki gtowowej do
uktadu krazenia.

U pstragga teczowego ichtioftirioza wywotuje spadek
ekspresji gendéw w nerce gtowowej dla C3 dopetniacza juz
w ciggu 24 godz. W $ledzionie ekspresja dla C3 rosnie
dopiero w 26 dniu, a nawet w 28, jesli ryba zostata zaszcze-
piona zywymi terontami. Wczesna ekspresja genow dla
IgM, MHC Il i sktadnika dopetniacza C3 w skérze ma miej-
sce juz po 48 godz., co potwierdza aktywnos¢ reakcji miej-
scowej, a w drugiej kolejnoséi ogolnej (w 4 dniu). U tego
gatunku ryb ekspresja cytokin IL-1 i TNF-a w nerce gtowo-
wej utrzymuije sie na podwyzszonym poziomie przez 26 dni.
Wiadomo takze, ze w kontakcie z pasozytem jest aktywo-
wana odporno$¢ humoralna jako zwiekszenie aktywnosci
lizozymu oraz wzrost aktywnosci biatek ostrej fazy
w watrobie.

4/2016



Mechanizmy odpornosci nabytej,
miejscowej i ogolnej (adaptacyjnej)

Wiadomym jest, ze ryby z populacji naiwnej, ktore prze-
chorowaty ichtioftirioze zyskujg odporno$¢ na kolejne
zachorowania, a przeciwciata sg waznym czynnikiem
ochrony immunologicznej przy tej inwazji (Klesius i Rogers,
1995). Uznaje sie, ze przeciwciata w osoczu, jak i obecne
w Sluzie, skornym i skrzelowym, sg odpowiedzialne za
ochrone. Nabyta odpornos$¢ przeciwko . multifiliis u suma
kanatowego, w warunkach laboratoryjnych utrzymuje sie
przez okres 2 lat, a wyniki badan sugerujg, ze komérki B
pamieci sg obecne w skérze odpornych ryb. Inwazja kulo-
rzeska powoduje w skorze wzrost ekspresji genéw odpo-
wiedzialnych za odpornos$¢ adaptacyjna, tj. dla IgM i MHC
Il. Odpowiedz zapalna wywotana przez pasozyta skutkuje
naptywem fagocytow do $luzu, a antygeny uwalniane przez
pasozyta najprawdopodobniej sg pobierane, przetwarzane
i prezentowane limfocytom B i T w skorze oraz w tkance lim-
fatycznej $ledziony i nerki gtowowej. Komérki plazma-
tyczne produkujgce przeciwciata swoiste anty — . multifiliis
sg wykrywane w skoérze i w nerce gtowowe;.

Za odpowiedz immunologiczng odpowiada I-antygen
pasozyta (antygen rzeskowy, | — immobilisation antigen).
Uwalniane przeciwciata mozemy wykorzystywa¢ do oceny
kontaktu ryb z pasozytem, ktére powodujg zlepianie sie rze-
sek i zaburzenia w poruszaniu sie kulorzeska. W przebiegu
inwazji we krwi obserwuje sig znaczng neutrofilie z przesu-
nigciem obrazu w lewo, zwtaszcza we wczesnym stadium.
Moze to $wiadczy¢ 0 znacznym udziale odpornosci nieswo-
istej w procesie zwalczania choroby. Co ciekawe, liczba
limfocytéw jest zmienna w zaleznosci od stopnia inwazji,
moze ulega¢ zmniejszeniu (Witeska i in. 2010). U karpi
spada rowniez poziom jonow Na+, K+ i Mg++, ro$nie nato-
miast poziom NH4 + (Dickerson 2012). Witeska i in. (2010)
nie stwierdzali zmian w obrazie czerwonokrwinkowym. Jed-
nakze w przeprowadzonych badaniach u karpia, w grupie
o niespecyficznych objawach wystepowata silna leukocy-
toza (w tej grupie przezyto inwazje 30% ryb), w grupie
z wyraznymi objawami stwierdzano silng leukopenie (po 4
dniach ryby w 100% usnety). Trzy tygodnie po przeprowa-
dzonej terapii (0,2 ml L formaliny oraz obnizeniu temp. do
16°C) ryby nie wykazywaty statystycznie istotnych réznic
tych parametréw w stosunku do grupy kontrolnej. Jednakze
w kazdej grupie doswiadczenia obeserwowano obnizenie
funkcji metabolicznych fagocytow (NBT).

Wykorzystanie immunoprofilaktyki
swoistej

Powstawanie odpornosci nabytej na skutek inwazji /.
muiltifiliis dowodzi, ze stworzenie szczepionki jest mozliwe.

Starania o to rozpoczeto wkrétce po tym, gdy odkryto, ze
ryby po przechorowaniu stajg si¢ odporne na ponowne
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zarazenie. Uzycie szczepionki rozwazane byto jako
korzystna ekonomicznie i rodowiskowo metoda ochrony
zdrowia ryb. Nalezy jednak pamigtac, ze kulorzesek nie jest
jednolitym biologicznie i genetycznie pasozytem i dlatego
prace nad opracowaniem skutecznej szczepionki nadal
trwaja. Za najlepiej sprawdzajgcg sie metode immunizaciji
uznano ekspozycje ryb na kontrolowang liczbeg pasozytéw,
badz iniekcje zywych terontdow do jamy ciata. Fakt, ze
wstrzyknigcie pasozytow wywotuje silng odpowiedz w $lu-
zie okrywajgcym rybe, a inwazja powierzchniowa indukuje
powstawanie przeciwciat we krwi $wiadczy o swoistej reak-
cji krzyzowej miedzy ogolnoustrojowymi i sluzowymi ele-
mentami uktadu odporno$ciowego.

Szczepionki zawierajgce inaktywowane pasozyty
(teronty i trofonty) lub podjednostki strukturalne (rzeski,
biatka btonowe, oczyszczone antygeny) wywotujg niejed-
nakowy stopien odpornoéci. Najwazniejszym utrudnieniem
w opracowaniu biopreparatéw jest obligatoryjne uzaleznie-
nie pasozyta od zywiciela, co utrudnia masowg produkcije
antygendéw. Aby pokonac¢ ten problem geny kodujgce anty-
gen ,|“ zostaty poddane transformacji i wbudowane do
genomu wolno zyjgcego, fatwego w hodowli orzeska Tetra-
hymena pyriformis, co miatoby utatwi¢ uzyskanie odpo-
wiedniej ilosci antygenu szczepionkowego. Préby stosowa-
nia szczepien drogg per os, badz poprzez kagpiele i imersje,
dotychczas nie przyniosty efektow. Wykryto wystepowanie
antygendéw innych organizméw wykazujgcych odpornosc
krzyzowa, np. obecnos¢ Tetrahymena podnosi stopieh
odpornosci przeciwko I. multifiliis. Chociaz mozliwe, ze
powszechnie wystepujace antygeny réznych pasozytéw
i orzeskdéw wywotujg odpornos¢, to wydaje sie, ze jest jej
blizej do odpornosci wrodzonej, jako odpowiedzi na obce
biatka i taka reakcja ,daje czas” rybie na rozwiniecie odpor-
nosci adaptacyjnej przeciwko pasozytowi. Niemniej jednak
zaangazowanie obu typéw odpornosci — wrodzonej i naby-
tej jest niezbedne, by szczepienie przeciwko 1. multifiliis
okazato sie skuteczne (Buchman i in. 2001, Dickerson
2012).

Metody terapii

Metody terapii ichtioftiriozy sg gtobwnie zwigzane ze
skutecznoscig niszczenia form rozwojowych, wspomaga-
nia organizmu ryb oraz stymulacji mechanizméw obron-
nych w celu ochrony przed zakazeniami wtérnymi. Mozemy
wyodrebni¢ 4 gtowne kierunki dziatan w celu zwalczenia
pasozyta (Picon-Camachoiin. 2007, modyfikacja wtasna):

— dziatania majgce na celu wyeliminowanie pasozyta
bez uzycia lekow,

— uzycie chemioterapeutykéw — stosowanych w for-
mie kapieli, bgdz tez podawanych droga per os,

— wykorzystanie naturalnych ekstraktéw roslinnych,
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TABELA 1

Srodki stosowane w zwalczaniu inwazji kulorzeska. Preparaty likwidujace 50-80% badanych form rozwojowych okreslono
jako ,czesciowo skuteczne”, likwidujgce ponad 80% jako ,skuteczne”
(Picon-Camacho i in. 2012, modyfikacja wtasna)

4 Droga poda- ”
Srodek gniz Dawka Gatunek Skutecznos¢
e o ) e T et
Askorbinian-2-fosforanu (wit. C)  |per os 5000 mg kg'1 ey przez 3 o psirag teczony :;yzgscmwo skuteczny - 2-16% $nigcia
50 mg na 200 kg‘1 paszy pstrag teczowy cze$ciowo skuteczny
50 mg na 2000 kg'1 paszy pstrag teczowy czesciowo skuteczny
2mg 7! przez 36 dni po zakazeniu pstrag teczowy skuteczny
Bronopol kapiel 2mg 24 przed zakazeniem oraz 72 h po zakazeniu  |pstrag tgczowy czg$ciowo skuteczny
5mg ! przez 36 dni po zakazeniu pstrag teczowy skuteczny
Chloramina-T kapiel 100 mg " 30 min dziennie przez 10 dni pstrag teczowy skuteczny
Chloramina-T + formaldehyd kapiel 8+ 125mg i trzy razy w tygodniu przez 5 tygodni toso$ atlantycki skuteczny
. 209 I przez 20 minut psirag teczowy, psirag rodlany, psirag skuteczny
lorek sod kapiel potokowy
Gl 20g " na godzing przez 5 dni pstrag teczowy czesciowo skuteczny
per 0s 0,30-1,0% paszy przez 3-11 dni karp skuteczny
80l "2h przez 5 dni karp skuteczny
110l "2h przez 5 dni karp skuteczny
110l "1 h, raz dziennie przez 5 dni (18°C) pstrag teczowy skuteczny
Formaldehyd kapiel 110 pl 1 h, raz na dwa dni przez 5 dni (10°C) pstrag teczowy skuteczny
0,1,0,15 oraz 0,2 ml fl przez1h pstrag teczowy, pstrag zrodlany, pstrag skuteczny
potokowy
-1 - ) . . czg$ciowo skuteczny — $miertelno$c
25mg | raz na dzien przez 20 dni toso$ atlantycki ryb 20-60%
Formaldehyd + Desirox (13% kwa-
su nadoctowego, 20% kwasu octo- | kapiel 25-50 + 10 mg 34 razy przez 4 tygodnie toso$ atlantycki skuteczny
wego, 20% nadtlenku wodoru)
Ketokonazol per 0s 409 kg'1 paszy przez 10 dni pstrag teczowy czg$ciowo skuteczny
100-150 pl Mha2h przez 5 dni pstrag teczowy skuteczny
o q e A e
Kwas humsowy Kapiel 150 pl " na 2 h (co drugi dzien) przez 5 dni (10°C) pstrag teczowy skute(lzzny :
150 pl Mha2h (codziennie) przez 5 dni (18°C) pstrag teczowy czgSciowo skuteczny - Smiertelnoé
ryb 30%
Kwas octowy (4%) kapiel 10mir’ przez 3 min psirag teczowy, psirag zrodlany, pstrag czesciowo skuteczny
potokowy
Kwas nadoctowy (40%) kapiel 1mg o przez 4 dni karp skuteczny
Detarox (kwas nadoctowy-+kwas ; 1 R o g .
actowy + nadtienek wodon) kapiel 10mg " przez 25-45 min, powtdrzy¢ po 4-7 dniach tososiowate skuteczny
Siarczan miedzi (CuSO4) kapiel 0,1 mg " dziennie przez 17 dni okon srebrny skuteczny
Nadmanganian potasu kaplel 10-20 mg I przez 30 minut pstrag teczowy, pstrag zrodlany, pstrag | skuteczny — dziatanie toksyczne na
potokowy ryby
Nadmanganian potasu + dimetra- ’ 3mg " co drugi dzien, pie¢ powtorzen + 25 mg/rybe di-
20! kapiel + per os metrazolu w paszy przez 10 dni pstrag teczowy skuteczny
Seknidazol per 0s 40 mg kg'1 paszy przez 10 dni pstrag teczowy czesciowo skuteczny
Sol sodowa salinomycyny per 0s 47 mg kg'1 pstrag teczowy skuteczny
;I;rfgl)abendazol *+B-cyklodekstran per 0s 10-20g kg'1 paszy przez 10 dni pstrag teczowy czg$ciowo skuteczny

— immunomodulacja i dziatanie wspomagajace proce-

sy odbudowy tkanek.

Metody bez wykorzystania srodkéw chemicznych sku-
piajg si¢ gtdbwnie na stosowaniu ozonu, UV oraz wysokiej
temperatury. Proby Farleya i Heckmanna (za Picon-Cama-
choiin. 2012) z wykorzystaniem 5-sekundowych impulsow
elektrycznych, wywotujgcych najprawdopodobniej elektro-
lize wody i uwalnianie wolnych jonéw, powodowaty uniesz-
kodliwienie tylko czesci pasozytow w stadium protomontu.
Préby wykorzystania tej techniki do oderwania trofontéw od
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ciata ryby zakonczyty sie fiaskiem, ze wzgledu na to, ze
natezenie pragdu niezbedne do wywotania tego zjawiska
okazywato sie letalne dla ryb. Skuteczna wobec form
ptywajacych okazata sie metoda z wykorzystaniem zbiorni-
kow potgczonych, w ktérych woda poddawana byta
wyjatawianiu z uzyciem lampy UV. Srednia dawka promie-
niowania UV dla formy troficznejto 100 mWs cm2, jednakze
tomity poddajg sie dziataniu >300 mWs cm? (Timmons
i Ebeling 2007). Inng metodg mogtaby by¢ mechaniczna fil-
tracja wody wprowadzanej do obiegu, jednakze z uwagi na
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mate rozmiary terontéw (57,4 x 28,6 um w temp. 5°C, czy
28,6 x 20,0 um w temp. 30°C) nie stanowi skutecznej
ochrony przed zarazeniem. Uzycie filtrow o porowato$ci 80
pm uzupetnione $rodkami chemicznymi, np: nadweglanu
sodu (OXYPER), zapobiega przedostawaniu sie protomon-
téw do hodowli i niszczy teronty. W 2009 roku Shinn (za
Picon-Camacho i in. 2012) udowodnit, ze regularne odmu-
lanie zbiornika przy jednoczesnym uzyciu polimerow
o niskiej adhezji w miejscach przeptywania pstrggéw teczo-
wych moze pomaga¢ w usuwaniu tomocyst i powodowac
zmniejszenie ryzyka zarazenia o 55-99% w poroéwnaniu
z grupg kontrolng. Dotychczas zadna z alternatywnych
metod nie jest wykorzystana na przemystowg skale
w akwakulturze.

Pomimo wysitku wielu zespotéw badawczych w prak-
tyce metody chemiczne nadal przewazajg, zaréwno
w dziataniu profilaktycznym, jak i terapeutycznym. W tabeli
1 zestawiono $rodki oraz procedury o potwierdzonej sku-
tecznosci, bezpieczne dla ryb (za Picon-Camacho i in.
2012). Z uwagi na ograniczenia technologiczne i rosngce
wymagania zwigzane z ochrong $rodowiska dazy sie do
spopularyzowania aplikacji per os, ktéra wydaje sie naj-
mniej stresujgca i pozwalajgca na zindywidualizowanie
terapii. W tabeli 1 zostaty wyszczegolnione $rodki, ktore
mozna rozwazy¢ do stosowania w paszy. Metody leczenia
i $rodki uzywane w terapii choréb ryb sg dobrze opisane
w powszechnie dostepnych zrodtach (Antychowicz 2007,
Grudniewska i Terech-Majewska 2015, Noga 2010,
Wrtasow i Guziur 2008, Zelazny i Gomutka 2015). Jednakze
w kontek$cie omawianej parazytozy nalezy je dostosowy-
wac¢ do specyfiki gospodarstwa. Jedynym $rodkiem
dopuszczonym do stosownia u ryb, ktéry wykazuje
dziatanie przeciw kulorzeskowi jest bronopol w preparacie
PYCESE (Novartis), zarejestrowany w Unii Europejskiej do
kapieli ikry przeciwko saprolegniozie. Stosowane $rodki nie
wymagajg zachowania karencji zgodnej z zasadg kaskady
(Zelazny i Gomutka 2015a). Srodkami z wyboru s3: forma-
lina, chloramina T i siarczan miedzi (Noga 2010, Grud-
niewska i Terech-Majewska 2015). Pomimo efektéw ubocz-
nych dla organizmu ryb i Srodowiska sg stosowane
powszechnie na catym $wiecie (Picon-Camachoiin. 2012).

Podsumowanie

Podsumowujgc nalezy podkresli¢, ze pomimo
znaczacego rozwoju badan nad biologig tego pasozyta
i jego oddziatywaniem na organizm, problematyka jego eli-
minacji oraz leczenia ichtioftiriazy jest nadal niepetna. Jest
to problem dotyczacy wielu aspektow terapii ryb. Stale
poszukuje sie takich metod, ktore niszczytyby patogeny
i uniemozliwiaty utrzymywanie sie¢ choroby. Jednakze
z uwagi na patomechanizm ich dziatania w metodach
trzeba uwzglednia¢ takze ochrone organizmu ryb przed
skutkami ich obecnos$ci w tkankach. Metody polegajace na
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stosowaniu $rodkéw biobdjczych w ochronie zdrowia ryb
sg jak dotgd najbardziej powszechne, pomimo tego, ze sg
kosztochtonne i nieobojetne dla ryb, Srodowiska oraz kon-
sumenta. Aktualnie nabiera znaczenia zmiana podej$cia do
ochrony zdrowia ryb w odniesieniu do systeméw zamknie-
tych (typu RAS), w ktorych przez dtugi czas moga utrzymy-
wac sie metabolity tych zwigzkow.
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WHITESPOT - FROM DIAGNOSIS TO THERAPY

Elzbieta Terech-Majewska, Alicja Bernad, Joanna Pajdak, Patrycja Schulz, Karolina Naumowicz, Natalia Piotrowska,
Andrzej K. Siwicki

ABSTRACT. Whitespot (also commonly known as ich) is caused by the parasitic protozoan Ichthyophthirius multifiliis from the order
Hymenostomatida. This parasite occurs throughout the world in all species of freshwater fish. Modern fish husbandry methods,
especially high-intensity rearing, high stocking densities, low levels of water exchange, and the lack of the parasite’s natural
predators, facilitate the sustained occurrence of this parasite in aquaculture. In Poland, this disease is diagnosed systematically, and
it is likely caused by the common occurrence of the parasite in the aquatic environment. Despite having a good understanding of the
parasite’s biology and its impact on its host and its immune system, to date, no effective immunoprophylactic therapies have been
developed. The foundation of protecting fish against /. multiphiliis is diagnostic monitoring and the application of biocides. In practice,
formalin, chloramine T, and copper sulphate are used most frequently in various therapeutic procedures. The effectiveness of these
therapies is highly dependent on environmental conditions and parasite susceptibility. However, the course of treatment often
depends on the overall condition of the fish and the duration of the treatment. This paper presents selected aspects of the impact the
parasite has on fish and the development of the disease. Additionally, a literature review was done to draw attention to the necessity of
searching for alternative prophylaxis and treatment methods for this widespread, troublesome parasitic disease.
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