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W Unii Europejskiej istotne choroby zwie-
rzgt pochodzacych z kultur wodnych umiesz-
czone zostaty na trzech listach i objete wy-
tycznymi zawartymi w dyrektywach unijnych
(1). Zakazna anemia fososi (ISA — infectious
salmon anaemia) znajduje sig na liscie | Dy-
rektywy Rady z 28 stycznia 1991 r. oraz na
liscie chordb ryb Miedzynarodowego Urze-
du do spraw Epizootii — OIE (1,2). Choroba
ta przyczynita sie do ogromnych strat, kto-
re w Szkocji w latach 1998-99 oszacowane
zostaly na 32 min $, gdy w 1999 r. w Norwe-
giina 11 min $, a w Kanadzie na 14 min $
(8). W Polsce hodowla tfososia atlantyckie-
go zwigzana jest przede wszystkim z pro-
dukcjg wylegu, narybku i smoltéw, ktore stu-
73 do restytucji populaciji tych ryb w wodach
polskich. Dotychczas nie odnotowano zad-
nego przypadku ISA w naszym kraju, jed-
nakze w zwigzku z dostosowywaniem prawa
polskiego do obowigzujgcego w pozostatych
krajach cztonkowskich Unii Europejskiej, ISA
obok zakaznej posocznicy krwotocznej (VHS
—viral haemorrhagic septicaemia) i zakaznej
martwicy uktadu krwiotwoérczego ryb tososio-
watych (IHN — infectious haematopoietic ne-
crosis) od 1 maja 2004 r. podlega w Polsce
obowigzkowi zwalczania (4).

Charakterystyka wirusa
zakaznej anemii tososi

Czynnikiem etiologicznym ISA jest wi-
rus zakaznej anemii tososi — ISAV, ktory na-
lezy do tej samej co wirusy grypy rodziny
Orthomyxoviridae. Chociaz jego pokrewien-
stwo z wirusami grypy jest znacznie wigksze
niz z innymi ortomyksowirusami, wystepujg-
ce pomiedzy nimi istotne réznice zadecydo-
waly o utworzeniu dla niego odrebnego ro-
dzaju Isavirus (http://www.ncbi.nim.nih.gov/
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ICTVdb/Ictv/fs_ortho.htm#Genusb). Proces
przylgczania czasteczek ISAV, ich wnikania
do komorek oraz replikacii i uwalniania doj-
rzatych wiriondw przebiega podobnie jak u wi-
rusow grypy. Wiriony tgczg sig z receptorami
na powierzchni komorek, a nastepnie docho-
dzi do fuzji ich bton w kwasnym $rodowisku
endosomow (5). ISAV replikuje w jadrze ko-
morki, wykorzystujgc jako startery 8-18 nu-
kleotydowe fragmenty RNA posiadajgce na
koncu 5" metylacyjng ,czapeczke”, ktdre za-
poczatkowujg proces transkrypciji VRNA na
mRNA (6, 7). Dojrzate wiriony uwalniaja sie
z zakazonych komorek poprzez pgczkowa-
nie (8, 9). Widoczne w mikroskopie elektro-
nowym czasteczki ISAV majg ksztalt kulisty,
jajowaty lub pleomorficzny, o $rednicy okoto
100-140 nm i maksymalnej dtugosci 700 nm.
Wiriony sktadajg sig z ostonki wyposazonej
w 10 nm, glikoproteinowe wypustki o grzy-
bopodobnej morfologii, biatko macierzy two-
rzace warstwe tuz pod ostonkg wirusa oraz
wewnetrznych ziarnistosci, ktére sg najpraw-
dopodobniej spiralnie skreconymi czastecz-
kami rybonukleoproteiny (RNP) tworzgcymi
nukleokapsyd (8, 9,10).

Pomimo kilku préb scharakteryzowania
wewnetrznej struktury wirionu, nie zaobser-
wowano wystepowania w nim, tak typowego
dla wiruséw grypy, upakowanego lub czescio-
wo odwinietego nukleokapsydu o helikalnej
symetrii (10). Genom ISAV stanowi pojedyn-
czani¢ RNA o ujemnej polarnosci i catkowitej
dtugosci 14,5 tys. p.z. (par zasad), na ktorg
sktada sie 8 segmentow o wielkosci 1-2,3 tys.
p.z. kazdy (11). Na koncach 3’ i 5’ poszcze-
golnych segmentdw znajdujg sie homologicz-
ne sekwencje umozliwiajgce tworzenie struk-
tury ,raczki od patelni”, ktora odgrywa istot-
na role w procesie replikacji oraz stabilizacji
segmentéw genomu (7). Swiadczy to o wy-

korzystywaniu podobnego do wystepujace-
go u wirusow grypy mechanizmu zapoczat-
kowujgcego proces transkrypciji RNA. Mimo
ze dokfadna rola wielu biatek produkowanych
przez ISAV pozostaje wcigz niewyjasniona,
wiadomo juz, ze organizacja jego genomu
rozni sie znacznie od innych przedstawicieli
rodziny Orthomyxoviridae. Segment 1 jest jed-
nym z najbardziej konserwatywnych genow
ISAV, ktory najprawdopodobniej koduje pod-
jednostke PB2 polimerazy (12). Ciekawe jest
to, ze wigkszos¢ réznic na poziomie amino-
kwasow tego biatka zlokalizowana jest w po-
blizu konca aminowego, ktéry w przypadku
wirusa grypy odpowiedzialny jest za tgcze-
nie sie z podjednostkag PB1. W zwigzku z tym
zmiennos¢ tego obszaru moze by¢ zwigzana
ze zmianami w biatku PB1 (12). Produktem
segmentu 2 jest podjednostka PB1 polime-
razy, ktora posiada motyw wystepujgcy we
wszystkich RNA-zaleznych polimerazach. To
wiasnie analiza sekwencji tego segmentu po-
zwolifa na wstepne przyporzadkowanie ISAV
do rodziny Orthomyxoviridae (13). Segment 3
koduje nukleoproteine (NP), ktéra moze byc¢
odpowiedzialna za indukcje odpowiedzi im-
munologicznej, gdyz reaguje in vitro z anty-
ISAV poliklonalnymi przeciwciatami kréliczy-
mi (14, 15). U wirusow grypy niewielka ilos¢
tego biatka transportowana jest na powierzch-
nig osfonki i rozpoznawana przez limfocyty T
cytotoksyczne. Segment 4 koduje kwasowg
podjednostke polimerazy (PA), gdy w przy-
padku segmentu 5 sugerowanym produktem
jest biatko fuzyjne (16, 17). Jednym z najle-
piej poznanych biafek ISAV jest hemagluty-
nina majgca jednoczesnie aktywnosc este-
razy (HE), ktora jest produktem segmentu 6
(17,18, 19). Zarbwno segment 7, jak i 8 ko-
dujg po dwa biatka o nierozstrzygnietej osta-
tecznie funkciji (11, 20, 21). Badania przepro-
wadzone przez Bieringa i wsp. wykazaly, ze
biatka kodowane przez segment 7 nie reagu-
ja z przeciwciatami poliklonalnymi, w zwigzku
z tym moga by¢ biatkami niestrukturalnymi
(NS1iNS2), gdy ulegajgce ekspresiji in vitro
biatka kodowane przez segment 8 reagujg
swoiscie z przeciwciatami poliklonalnymi, co
wskazuje na to, ze moga to by¢ najmniejsze
z gtéwnych biafek strukturalnych, prawdopo-
dobnie biatka macierzy: M1 i M2 (20). Jed-
noczesnie Ritchie i wsp. twierdza, ze seg-
ment 7 moze kodowac dwa biatka macie-
rzy: M1iM2 (21).

W czasteczkach ISAV stwierdzono obec-
nosc¢ 4 gtfownych biatek strukturalnych: nukle-
oproteiny (NP), glikoproteiny bedacej praw-
dopodobnie biatkiem fuzyjnym, hemagluty-
niny (HE) oraz biatka macierzy (M) o masie
czgsteczkowej odpowiednio 66, 50, 42, i 22
kDa (17). Niezwykle istotna z punktu widze-
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nia patogenezy zakaznej anemii fososi jest
hemaglutynina bedaca jedng z dwoch gli-
koprotein ISAV. Mimo ze wystepuje ona co
najmniej jako dimer, najprawdopodobniej nie
ulega proteolitycznej aktywacji i w zwigzku
z tym nie wykazuje witasciwosci fuzyjnych,
ktdére moga by¢ zwigzane z innym biatkiem
powierzchniowym (17, 18). HE wykazuje za-
rowno aktywnos¢ zwigzang z przytgczaniem
wirionow do receptorow na powierzchni ko-
morek, jak i z ich niszczeniem (17). Hema-
glutynuje ona erytrocyty kilku gatunkow ryb,
w tym: tososia i dorsza atlantyckiego, pstra-
ga teczowego, a takze konia, jednoczesnie
nie hemaglutynujgc erytrocytow troci wedrow-
nej oraz niektorych ssakow i ptakow (10, 22).
ISAV jest w stanie uwolni¢ sie z powierzchni
zaglutynowanych erytrocytow z wyjatkiem ery-
trocytow tososia atlantyckiego. Odbywa sie
to dzigki enzymowi o aktywnosci niszczacej
receptory, ktory ma charakter acetylestera-
zy hydrolizujgcej 4-O-acetylowy kwas sialo-
wy (10, 23). Doktadna analiza wystepowania
i rozmieszczenia kwasu sialowego w réznych
komorkach fososia bytaby pomocna w lep-
Szym zrozumieniu tropizmu tkankowego wi-
rusa (23).

Hemaglutynina ISAV skiada sig ze znaj-
dujgcego sie wewnatrz wirionu ogona za-
wierajgcego koniec karboksylowy, dwoch
obszaréw hydrofobowych, z ktérych jeden
przecina ostonke wirusa oraz lezgcego na
zewnatrz obszaru hydrofilowego (24). Nie-
zwykle istotny z punktu widzenia wirulenciji
poszczegolnych szczepow wydaje sie ob-
szar hiperzmienny (HPR — highly polymor-
phic region) genu HE, ktdry koduje podstawe
domeny zewnetrznej hemaglutyniny znajdu-
jaca sie tuz za ostonkg wirusa. Jego zmien-
nos¢ wynika¢ moze z presji spowodowanej
koniecznoscig adaptacji wirusa zakazajgce-
go komorki roznych gatunkow ryb. HPR ko-
dowa¢ moze dwa miejsca glikozylacji, kto-
rych obecnosc¢ lub brak u poszczegdinych
szczepow ISAV zalezny jest od diugosci se-
kwencji tego obszaru (25). Jak do tej pory,
nie udato sie oceni¢ wptywu réznic w gliko-
zylacji HE na zachowanie sie réznych szcze-
pow ISAV, chociaz w badaniach Mjaalanda
i wsp. szczepy, ktore miaty dwa miejsca gli-
kozylacji osiggaly najwyzsze miano w zaka-
zonej nimi hodowli komaorkowej SHK-1 (25).
Na podstawie réznic w obrebie sekwencji ob-
szaru HPR wyizolowane do tej pory szczepy
ISAV podzielono na 13 réznych grup. HPRO
to grupa, do ktorej zaliczony zostat szczep
ISAV wyizolowany od wolno zyjacego foso-
sia atlantyckiego, nie wykazujgcego objawow
klinicznych choroby. HPR tego szczepu jest
najdtuzszym ze wszystkich do tej pory zse-
kwencjonowanych, gdy pozostate powsta-
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ja w wyniku delecji w obrebie tego obsza-
ru. W zwigzku z tym prawdopodobne jest,
ze szczepy patogenne powstajg wiasnie na
drodze mutacji w obszarze HPR hemaglu-
tyniny ISAV (25, 26). Niektorzy badacze su-
gerujg zwigzek pomiedzy rézng wrazliwo-
Scig linii komorkowych na zakazenie ISAV
a zmiennoscig w obrebie genu HE. Griffiths
i wsp. stwierdzili, ze zmiany w obrebie kon-
ca 3' HE jednego ze szczepodw ISAV zmie-
niajg site przytaczania wirusa do receptora,
jednakze Kibenge i wsp., nie wykazali jasnej
wspotzaleznosci pomigdzy zachowaniem wi-
rusa w hodowli komodrkowej a zmiennoscig
sekwencji w genie HE (19, 27).
Hemaglutynina wiruséw grypy stanowi
podstawowy antygen indukujgcy produkcije
przeciwciat neutralizujgcych, a poréwnanie
sekwencji tego genu umozliwia tak istotng
w dochodzeniu epidemiologicznym analize
filogenetyczng réznych szczepdw influenzy.
U ssakow presja humoralnej odpowiedzi im-
munologicznej gospodarza jest dla wirusow
grypy waznym mechanizmem selekcyjnym,
stymulujgcym ucieczke wirusa przed odpor-
noscig obecng w populacji w wyniku przeby-
cia wczesniejszych zakazen lub szczepien.
W przeciwienstwie do wirusow grypy gen HE
ISAV nie wykazuje duzej zmiennosci w ob-
szarze znajdujgcym sie najbardziej zewnetrz-
nie, ktory narazony jest na kontakt z prze-
ciwciatami (25). W przypadku tososi poziom
odpornosci na zakazenia ISAV jest bardzo
niski lub zaden, poniewaz szczepionka an-
tyISAV nie jest uzywana w Europie, a kontakt
pomigdzy poszczegolnymi pokoleniami ryb
jest minimalny. W zwigzku z tym udziat selek-
cji szczepodw ISAV, stymulowanej obecnymi
w populacji ryb przeciwciatami, ma najpraw-
dopodobniej marginalne znaczenie. Analiza
filogenetyczna fragmentu 5’ genu HE 70
szczepow ISAV oraz segmentow 2 i 8, wy-
kazata istnienie dwoch grup, z ktorych jedna
skiada sig, z izolatow pochodzgcych z Ame-
ryki Potnocnej, za$ druga —z Europy (26, 28).
Dodatkowo, szczepy pochodzace z Europy
podzieli¢ mozna na trzy rozne grupy odzwier-
ciedlajgce rozmieszczenie geograficzne oraz
czas izolacji szczepodw (26). Wigkszo$c¢ roznic
pomigdzy szczepami europejskimi dotyczy
obszaru HPR, gdy roznice pomiedzy szcze-
pami kanadyjskimi i europejskimi roztozone
sg rownomiernie w catej sekwencji (18). Jed-
noczesnie przy uzyciu 4 kroliczych surowic
poliklonalnych stwierdzono wystepowanie 2
glownych grup antygenowych: amerykanskiej
i europejskiej, ktore odpowiadajg genogru-
pom opracowanym na podstawie analizy se-
kwencji genu HE (19). Analiza filogenetycz-
na sekwencji segmentu 2 i 8 szczepow ISAV
pochodzacych z Chile i Nowego Brunszwi-
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ku w Kanadzie wykazatfa, ze sg one ze sobg
blisko spokrewnione (29). Co ciekawe, ana-
liza sekwencji segmentu 8 szczepow wyizo-
lowanych od tososia atlantyckiego z Nowej
Szkocji w Kanadzie wykazata 99% homologie
tego fragmentu pomigdzy szczepami z No-
wej Szkocji a szczepami z Europy, gdy jedy-
nie 89% homologii ze szczepami z Nowego
Brunszwiku (30). Moze to $wiadczy¢ o tym,
ze szczepy z Nowego Brunszwiku ulegty dry-
ftowi genetycznemu w stosunku do pozo-
statych szczepow charakterystycznych dla
calego Atlantyku. Mimo ze segmenty 2 i 8
szczepow z Nowej Szkocji sg homologicz-
ne ze szczepami z Europy, jednakze istniejg
pomiedzy nimi réznice funkcjonalne: szcze-
py z Nowej Szkocji nie wywotujg objawdw Kli-
nicznych u zakazonych hodowanych tososi
atlantyckich i nie powodujg efektu cytopatycz-
nego w zadnej linii komorkowe;j (30).

Wystepowanie

Zakazng anemig fososi stwierdzono po
raz pierwszy w 1984 r. w Norwegii (31). Od
tego czasu choroba pojawita sie w Kanadzie
(1996 r. w Nowym Brunszwiku i w 1998 r. w No-
wej Szkocji), w 1998 r. w Szkocji, w 2000 r. na
Wyspach Owczych oraz w 2001 r. w USA, po-
wodujgc wysoki procent $miertelnosci wsrod
hodowanego fososia atlantyckiego — Salmo
salar (29, 32, 33, 34). W 1999 r. wystepowa-
nie tej choroby przebiegajgcej z nieznacz-
nie jednak odmiennym obrazem klinicznym
i anatomopatologicznym, stwierdzono po raz
pierwszy w Chile, u innego niz foso$ atlantyc-
ki gatunku ryb tososiowatych — pacyficznego
tososia kizucza — Oncorhynchus kisutch (29).
Byt to pierwszy, i jak do tej pory ostatni przy-
padek wystgpienia zakaznej anemii fososi na
potkuli pofudniowej. Interesujace jest to, ze
przeprowadzone przez Rollanda i wsp. pro-
by eksperymentalnego zakazenia tososi pa-
cyficznych: kety (O. keta), czawyczy (O. tsha-
wytscha), kizucza (O. kisutch) oraz pstraga
staloglowego (O. mykiss) wirusem ISA wy-
kazaly, ze sg one wrazliwe na zakazenie, nie
dochodzi u nich jednak do wystgpienia ob-
jawow klinicznych choroby (35). Mimo ze ISA
rozwija sig u eksperymentalnie zakazonego,
trzymanego w wodzie stodkiej stadium ,parr”
tososia atlantyckiego, w warunkach natural-
nych choroba pojawia sig przede wszystkim
w gospodarstwach zasilanych lub z dopty-
wem wody stonej (36). To wiasnie stona woda
jest prawdopodobnie gtéwnym zrodtem wiru-
sa, ktory jest w stanie przetrwa¢ w niej przez
co najmniej 20 godzin w temperaturze 6°C
(37, 38, 39). Czynnikami zwiekszajgcymi ry-
zyko wystgpienia choroby sg: lokalizacja go-
spodarstwa w odlegtosci blizszej niz 5 km
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od innych potencjalnie zakazonych gospo-
darstw lub zakfadow przetworstwa rybnego,
zwlaszcza jesli uzywana w nich woda nie pod-
dawana jest odpowiednim zabiegom dezyn-
fekeyjnym oraz zakup smoltow fososia po-
chodzacych z kilku réznych wylegarni (37).
Dodatkowo dziatanie czynnikdw stresogen-
nych, takich jak kgpiele przeciwpasozytnicze
i inne zabiegi lecznicze, aktywuje zakazenie
u nosicieli wirusa (2). Nie bez znaczenia jest
rowniez pora roku, gdyz ISA notowano naj-
czgsciej od maja do czerwca i w listopadzie,
kiedy choroba (rowniez wywotana ekspery-
mentalnie) ma powolny przebieg (31). Przeno-
szenie wirusa z gospodarstwa do gospodar-
stwa moze wynikac¢ z wykonywania czynno-
$ci farmerskich, o czym $wiadczy obecnosc
ISAV w wodzie, ktdra stuzy jako balast w to-
dziach kursujgcych pomiedzy farmami (38).

Wystepowanie ISAV stwierdzono w popu-
lacji dziko zyjgcych fososi atlantyckich oraz
troci wedrownej (Salmo trutta m. trutta) i pstra-
ga potokowego (Salmo trutta m. fario) w sto-
nych i stodkich wodach Europy (40). Wyizo-
lowany od nich wirus nalezy najprawdopo-
dobniej do szczepdw niepatogennych, ktore
namnazajgc sie w komorkach gospodarza
nie wywotujg jednoczesnie objawow choro-
bowych. W przypadku kiedy nie mozna do-
szukac sig zwigzku pomiedzy kolejnymi ogni-
skami choroby, dziko zyjgce ryby moga by¢
zrodtem zakazenia fagodnym szczepem ISAV,
ktory w wyniku delecji w obszarze HPR he-
maglutyniny ulega mutacji do szczepu pato-
gennego (26). Czynnikiem wplywajagcym na
pojawienie sig tych mutacji moze by¢ zmia-
na gospodarza oraz czgsta transmisja wirusa
w zageszczonej populacji ryb hodowanych.
Ponadto obecnos$¢ sekwenciji genomu ISAV
u fososia hodowanego, u ktérego nie wystgpi-
ty objawy ISA sugeruije, ze w niektérych przy-
padkach adaptacja niepatogennego wirusa
poprzez mutacje, a nie zakazenie juz pato-
gennym szczepem, decyduje 0 pojawieniu
sie choroby (25, 30). Niestety nie ma zad-
nych danych literaturowych na temat trans-
misji ISAV od ryb hodowanych do wolno zy-
jacych oraz na temat $miertelnosci wywota-
nej ISA w populacji ryb dzikich.

Patogeneza

Wirus wnika najprawdopodobniej przez
skrzela i/lub jame gebowa oraz uszkodzo-
ng skore. Jednym z przypuszczalnych wek-
toréw sg wszy morskie z gatunku Lepeoph-
therius salmonis i Caligus elongatus, ktore sa
w stanie przenosic¢ wirusa pomigdzy chory-
mi a zdrowymi osobnikami (39). Zakazenie
ma miejsce drogg horyzontalng. Pomimo ze
ptyn jajnikowy jest zakazny, zakazenie droga
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wertykalng (transowarialnie) jest mato praw-
dopodobne (41). Po zakazeniu eksperymen-
talnym poprzez kagpiel ryb wirus pojawia sie
w ciggu 2 godzin w skrzelach, a w ciggu 24
godzin w sercu i nerce. W przypadku zaka-
zenia od przebywajacych w jednym zbior-
niku dootrzewnowo zakazonych ryb (coha-
bitation, wspotprzebywanie) ISAV pojawia
sie w skrzelach i sercu 5 dni po umieszcze-
niu ryb zdrowych z zakazonymi, gdy 13-15
dnia po zakazeniu mozna go wykry¢ za po-
mocg RT-PCR niemal we wszystkich narza-
dach wewnetrznych (watroba, nerki, sledzio-
na, jelita) oraz sercu, skrzelach i migsniach
(42). Po wniknieciu wirus namnaza sie inten-
sywnie w $rodbtonku naczyn krwionosnych
i wsierdzia, a takze w leukocytach nerki gto-
wowej, serca, watroby i krwi obwodowej (6,
9, 43, 44). Badania eksperymentalne wyka-
zaly, ze zakazone ryby siejg wirusa z kafem,
moczem i $luzem skornym, co najmniej na
tydzien przed pojawieniem sig objawdw Kli-
nicznych (45). W przeciwienstwie do innych
ortomyksowirusow ISAV moze powodowac
nosicielstwo u zakazonych nim troci wedrow-
nej, fososia atlantyckiego oraz pstraga teczo-
wego (O. mykiss), ktdre stanowig jego rezer-
wuar, siejgc wirusa do wody przez diugi okres
(30, 45, 46, 47, 48, 49).

Zmiany kliniczne
i anatomopatologiczne

Zakazna anemia tososi, jak sama nazwa
wskazuje, przebiega zwykle z niedokrwisto-
Scig, ktorej towarzyszy spadek wartosci he-
matokrytu nawet ponizej 5% (norma 35-40),
zwigkszona liczba erytroblastow we krwi ob-
wodowej oraz leukocyto- i trombocytopenia.
Typowe objawy kliniczne i anatomopatolo-
giczne towarzyszgce ostrej postaci zakaz-
nej anemii fososi to letarg, wysadzenie gafek
ocznych, wybroczyny w przedniej komorze
oka, powiekszenie obrysu brzusznej czesci
ciata, obrzek watroby, ktéra zmienia barwe
na ciemnobrgzowa czy nawet czarng, obrzek
przedniego odcinka przewodu pokarmowe-
go i Sledziony oraz ogniskowe wybroczyny
w tfuszczu narzgdowym (31, 44, 50). W pre-
paratach histopatologicznych zmiany dotyczg
gtéwnie watroby i w poczatkowych etapach
choroby (hematokryt okoto 25%) charaktery-
zujg sie obrzekiem i rozszerzeniem naczyn
sinusoidalnych, zwyrodnieniem komaorek
Srodbtonka tych naczyn, a w pdzniejszych
stadiach (hematokryt 25-15%) tworzeniem
przestrzeni wypetnionych krwig przypomina-
jacych plamice watrobowg (peliosis hepatis).
Przy warto$ci hematokrytu 10% zmiany w wa-
trobie nasilajg sie i stanowig wyspy skfadaja-
ce sie z hepatocytow ulegajgcych degenera-

cji i martwicy krwotocznej (50, 51). Martwica
watroby spowodowana jest niedokrwieniem
wywotanym zaburzeniami w przeptywie Krwi
(51). Jednymi z pierwszych zmian, ktére moz-
na zaobserwowac w mikroskopie elektrono-
wym zaréwno w watrobie, jak i ledzionie ryb
zakazonych ISAV, sg powigkszone sinusoidal-
ne makrofagi fagocytujgce erytrocyty pojawia-
jace sie w Sledzionie 4, a w watrobie 18 dnia
po eksperymentalnym, dootrzewnowym za-
kazeniu (51, 52). Czasami postawienie wia-
Sciwej diagnozy utrudnia przewlekly przebieg
ISA z objawami takimi, jak zétta watroba, wy-
broczyny w skorze i pecherzu ptawnym oraz
obrzek torebek tuski (31, 50).

W ostatnich latach coraz czesciej pojawia-
ja sie doniesienia 0 wystepowaniu nietypo-
wych zmian klinicznych i anatomopatologicz-
nych towarzyszacych zakazeniu ISAV. toso-
sie atlantyckie ze stwierdzong ISA w Nowym
Brunszwiku, Kanadzie, charakteryzowaty sie
bladymi skrzelami, ogniskowymi i plamisty-
mi wybroczynami w miesniach oraz otrzew-
nej trzewnej i $ciennej. Badanie histopatolo-
giczne wykazato zastoj krwi w nerkach, ostra,
wieloogniskowg martwice kanalikow nerko-
wych oraz nasilong hemolize i fagocytoze ery-
trocytow w Sledzionie i nerce (32). W zwigzku
z tym, ze w niektérych przypadkach ISA ob-
serwuje sie zmiany gtéwnie w nerkach nazy-
wana jest ona czasami zespotem krwotocz-
nych nerek (HKS — haemorrhagic kidney
syndrome; 32). Rownie nietypowy przebieg
choroby obserwowano w Chile, gdzie zaka-
zeniu ISA towarzyszylo zotte zabarwienie pod-
stawy ptetw i jamy ciata, blade skrzela, nie-
dokrwistos¢ z hematokrytem ponizej 10%,
blada watroba i pecherzyk zdtciowy oraz nie-
wielki obrzek sledziony (29).

Pierwsze $niecia ryb zakazonych do-
otrzewnowo ISAV pojawiajg sie w ciggu
12-24 dni (w 24 godziny po wystgpieniu ob-
jawow klinicznych), w zaleznosci od dawki wi-
rusa, a u ryb zakazonych przez wspotprzeby-
wanie —w okotfo 33 dni po umieszczeniu ryb
zdrowych z zakazonymi (53, 54). Snigcia ryb
w ostrym przebiegu choroby trwajg okoto 2-3
tygodni i siggajg od kilku do 100% obsady,
gdy ryby starsze wykazujg mniejszg $mier-
telnos$¢ niz mtodsze. Czasami pojawiajg sie
one stopniowo, a ich liczba wzrasta w miare
rozprzestrzeniania choroby w catym gospo-
darstwie, co moze trwa¢ nawet do 12 mie-
siecy. Uwaza sie, ze ISAV wykazuje wzgled-
nie niskg zakaznosc¢ i zdarza sie, ze wystepo-
wanie ISA w gospodarstwie ogranicza sie do
jednej lub dwodch sadzy, w ktorych trzymane
sg ryby. Powody, dla ktorych choroba moze
przebiegac w rézny sposob, nie sg do kon-
ca wyjasnione, jednakze jest to najprawdo-
podobniej zwigzane z czynnikami srodowi-
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Tabela 1. Kryteria rozpoznawania zakaznej anemii fososi na podstawie zmian anatomopa-

tologicznych, histopatologicznych i hematologicznych (wg OIE)

Zmiany anatomopatolo-

giczne mi lub blada,

1) ciemna watroba, ewentualnie zétta z punktowymi wybroczyna-

2) blade skrzela i serce
3) plyn w jamie ciafa i obrzek $ledziony
4) zwykle pojawiajg sie smugowate wybroczyny w ttuszczu na-

rzadowym

5) czasami ciemne zabarwienie przedniego odcinka przewodu

pokarmowego

Zmiany histopatologiczne

1) wieloogniskowa, krwotoczna martwica watroby

2) obrzgk, rozszerzenie i przerwanie ciggtosci srodbtonka naczyn
sinusoidalnych watroby

3) martwica kanalikow nerkowych i/lub obrzek komorek $réd-
btonka naczyn sinusoidalnych, wybroczyny srédmigzszowe

4) obrzek naczyn sinusoidalnych w $ledzionie i fagocytoza ery-

trocytow

Zmiany hematologiczne

1) hematokryt ponizej 10%

2) leukopenia z limfo- i trombocytopenig
3) w rozmazach krwi widoczne ulegajgce wakuolizacji zmienione
erytrocyty oraz erytroblasty z jagdrem o nieregularnym ksztatcie

skowymi, takimi, jak pora roku czy wahania
temperatury, dawkg wirusa oraz z wrazliwo-
Scig gospodarza. Rola, jakg moze odgrywac
tutaj wirus pozostaje niewyjasniona, choc nie-
ktorzy badacze sugerujg, ze jest ona margi-
nalna, jako ze zakazajgc ryby tym samym
szczepem uzyskali zarowno ostra, jak i prze-
wlektg postac¢ choroby (42).

Odpowiedz immunologiczna

Niewiele wiadomo na temat przebiegu
odpowiedzi immunologicznej w czasie za-
kazenia ISAV. Badania Falka i wsp. wykaza-
ty, ze 18 dnia po dootrzewnowym zakazeniu
obserwowac¢ mozna liczne Ig-pozytywne ko-
morki (limfocyty B) obecne w $ledzionie oraz
nerce gtowowej zakazonych ryb (52). Prze-
ciwciata wykrywane w tescie ELISA pojawia-
ja sie w 6 tygodni po zakazeniu (55). Suro-
wica ozdrowiencow, a takze ryb zakazonych
przez wspotprzebywanie zawiera przeciwcia-
ta neutralizujgce, ktore sg najprawdopodob-
niej zwigzane ze znacznie mniejszg wrazliwo-
Scig tych ryb na ponowne zakazenie (56, 57).
Tymczasem badania przeprowadzone przez
Josepha i wsp. wykazaly, ze obecno$c¢ prze-
ciwciat neutralizujgcych zwigksza namnaza-
nie ISAV in vitro w hodowli komorkowej SHK-1
pochodzgcej z makrofagéw nerki glowowej
tososia atlantyckiego (58). Najprawdopodob-
niej ISAV, taczac sie z przeciwciatami wnika
do makrofagéw poprzez obecne na ich po-
wierzchni receptory Fc dla IgM (58). Cieka-
wym, cho¢ niestety niewyjasnionym zjawi-
skiem jest zwiekszona przezywalnosc toso-
si atlantyckich, ktore zostaly zakazone ISAV
w trakcie ostrego zakazenia wywotanego wi-
rusem zakaznej martwicy trzustki (IPNV —in-
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fectious pancreatis necrosis virus; 59). Auto-
rzy sugeruja, ze odpornos$¢ na ISAV zwigza-
na jest z blizej nieokreslonymi (interferon?)
czynnikami antywirusowymi, ktérych produk-
cja stymulowana jest przez wczesniejsze za-
kazenie IPNV.

Diagnostyka

Wedtug OIE diagnostyka oparta na obja-
wach klinicznych i anatomopatologicznych
musi skfadac sig z typowych zmian makro-
skopowych, histopatologicznych i hemato-
logicznych —tab. 1 (60). Ponadto obecnos¢
wirusa powinna zosta¢ potwierdzona za po-
moca jednej z metod, takich jak: RT-PCR, izo-
lacja we wrazliwej hodowli komorkowej lub
odczyn immunofluorescenciji. Z istniejgcych
do tej pory metod diagnostycznych zakaz-
nej anemii tososi najbardziej czuta wydaje
sie RT-PCR, po raz pierwszy opracowana dla
fragmentu segmentu 8 ISAV przez Mjaalan-
da i wsp. w 1997 r. i zaakceptowana przez
OIE jako jedna z oficjalnych metod do dia-
gnostyki zakazen tym wirusem (11, 46, 60,
61). W zwigzku ze zmiennoscig genetyczng
pomiedzy szczepami ISAV niezwykle istotny
wplyw na jako$c¢ tej metody ma odpowied-
nie dobranie starteréw i warunkéw ampilifika-
cji (54, 62). Startery FA3/RA3 dla segmentu 8
amplifikowaly wszystkie wyizolowane do tej
pory szczepy, gdy startery 991V/1605L dla
segmentu 2 nie identyfikujg izolatow z No-
wego Brunszwiku (30). W badaniach prze-
prowadzonych przez Kibenge i wsp. okaza-
to sie, ze izolacja wirusa byfta duzo czulszg
metodg w stosunku do uzytego przez nich
RT-PCR. Autorzy uwazajg jednak, ze moze to
by¢ zwigzane z mniejszg iloscig materiatu po-
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branego do RT-PCR w stosunku do izolacji
(54). Uzyskane wyniki mogg wynika¢ rowniez
z tego, ze wirusa izolowano z tkanek foso-
si zakazonych eksperymentalnie szczepami
ISAV zaadaptowanymi wczesniej do hodowli
komorkowej. Opracowana ostatnio przez Mu-
nir i wsp. metoda real time RT-PCR jest 100
razy bardziej czuta w stosunku do konwen-
cjonalnego RT-PCR i jesli badania terenowe
potwierdzg jej efektywnos$¢ bedzie ona do-
skonalym narzedziem do identyfikacji nosi-
cieli oraz ryb zakazonych podklinicznie (63).
Dzigki odpowiedniemu przygotowaniu prob-
ki istnieje rowniez mozliwos¢ wykorzystania
techniki RT-PCR do wykrycia ISAV w wodzie,
co moze by¢ wykorzystane do oceny ryzyka
wystagpienia oraz kontroli ISA (38).

Pierwsza izolacja ISAV w hodowli ko-
maorkowej miafa miejsce dopiero w 1995 r.
w nowo uzyskanej linii z makrofagdw nerki
glowowej tososia atlantyckiego SHK-1 (sal-
mon head kidney; 8, 64). Efekt cytopatycz-
ny (CPE - cytopathic effect) w SHK-1 po-
jawia sie w zaleznosci od szczepu 10-14
dni po zakazeniu w zerowym pasazu (czg-
steczki wirusa w mikroskopie elektronowym
sg widoczne 2-4 dni po zakazeniu hodow-
li) i charakteryzuje sie zaokrgglaniem komo-
rek, a nastepnie ich odklejaniem od podfoza.
W kolejnych pasazach CPE obserwowany jest
coraz wezeshniej, gdy po czwartym widoczny
jest juz po 3-4 dniach (8). Wszystkie wyizo-
lowane do tej pory szczepy ISAV namnaza-
ja sie rowniez w hodowli TO (leukocyty z ner-
ki gtowowej tososia atlantyckiego), osigga-
jac w niej wysokie miano (65). CPE pojawia
sie 4 dnia po zakazeniu i wyglgda podobnie
jak w hodowli SHK-1 (19). W przypadku linii
CHSE-214 (linia nabtonkowa embrionow to-
sosia czawyczy) niektore szczepy ISAV repli-
kuja sie w niej, powodujac efekt cytopatycz-
ny, inne zas$ nie wywolujg CPE (19, 66, 67).
Wirus namnaza sie w linii ciggtej AS (Atlan-
tic salmon) oraz Rtgill-W1 (Rainbow trout gill)
pochodzacej ze skrzeli pstraga teczowego.
W wyniku zakazenia tych komorek nie docho-
dzi jednak do powstania CPE, a obecnos¢
wirusa stwierdzi¢ mozna jedynie za pomocg
odczynu hemadsorpcji, immunofluorescen-
cji, RT-PCR lub mikroskopu elektronowego
(10, 67). Optymalna temperatura dla repli-
kacji wirusa wynosi 10-15°C, gdy w tempe-
raturze 25°C wirus nie namnaza sie wcale,
a w 20°C produkcja czasteczek zakaznych
ulega redukcji 0 99% (10). W wiekszosci wy-
mienionych liniach komorkowych CPE moze
sie pojawia¢ w wyniku zakazenia innym niz
ISAV wirusem, w zwigzku z tym diagnostyka
przeprowadzana przy uzyciu tej metody musi
by¢ zawsze uzupetniona wykonaniem odczy-
nu immunofluorescencii lub RT-PCR.
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Technika immunofluorescencji posred-
niej z udziatem przeciwciat monoklonalnych
3H6F8 dla biatka HE ISAV jest szczegdinie
czuta w poczgtkowych etapach zakazenia
(68, 69). W przypadku wykonywania przy
uzyciu tej metody diagnostyki zakazen ISAV
w skrawkach mrozeniowych, antygeny wirusa
mozna wykry¢ we wszystkich badanych na-
rzadach (serce, nerka, watroba, $ledziona),
jednakze w przypadku preparatow odcisko-
wych odczyn ten powinno wykonywac sie je-
dynie przy uzyciu sledziony (68, 70). W zaka-
zonej wirusem hodowli komorkowe] Swiecenie
pojawia sie 4 godziny po zakazeniu i zlokali-
zowane jest dookota jadra, zas w 24 godziny
po zakazeniu widoczne jest przede wszystkim
w jadrze (10). Jak do tej pory nie opracowano
testu serologicznego wykrywajgcego poziom
przeciwciat u ryb, kiory zostatby zaakcepto-
wany jako oficjalna metoda wykorzystywana
w rutynowych testach diagnostycznych. Wy-
nika to ze specyfiki odpowiedzi humoralne;j tej
gromady zwierzat, u ktorych dominujg prze-
ciwciata klasy IgM o relatywnie niskiej swo-
istosci. W zwigzku z tym, opracowany przez
Kibenge i wsp. test ELISA, wykrywajacy po-
jawiajgce sie w 6 tygodni po zakazeniu ISAV
przeciwciata, po odpowiedniej standaryzaciji
moze w przysziosci znalez¢ zastosowanie do
wykrywania zakazen u ryb bedgcych bezob-
jawowymi nosicielami, a takze do oceny po-
ziomu odpowiedzi immunologicznej stymu-
lowanej szczepieniami (55).

Zwalczanie i zapobieganie

Wystepowanie zakaznej anemii tososi
moze zosta¢ znacznie ograniczone przez
wprowadzenie regulacji obrotu rybami, ich
transportu i przetworstwa, obowigzkowg kon-
trole stanu zdrowia ryb, dochodzenie epizo-
otyczne, przestrzeganie zasady ,all in/all out”,
a takze wprowadzenie restrykcji w stosunku
do gospodarstw zakazonych, podejrzanych
0 zakazenie czy z nimi sgsiadujgcych (60).
W Norwegii potozono nacisk na tworzenie ob-
szarow wolnych od ISA, wprowadzono ogra-
niczenia dotyczace transportu ryb i sprzetu ry-
backiego z zakazonych terendw do uznanych
za wolne od choroby, obowigzkowe $wiadec-
twa zdrowia dla ryb na kazdym etapie rozwo-
ju, zakaz uzytku wody stonej w wylegarniach,
atakze regulacje dotyczgce miejsc uboju ryb.
Wprowadzone dziatania ograniczyty wyste-
powanie nowych przypadkow ISA, ale choro-
ba pojawia sie endemicznie. W krajach unij-
nych, w momencie potwierdzenia zaistnienia
ISA, wszystkie ryby chore, martwe, ikra i ga-
mety majg by¢ zniszczone pod nadzorem
urzedowym, za$ ryby nie wykazujagce obja-
wow klinicznych powinny by¢ usunigte zgod-
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nie ze schematem opracowanym przez od-
powiednie stuzby i zatwierdzonym przez Ko-
misje lub przeznaczone do konsumpciji (71,
72). W niektorych przypadkach mozliwe jest
nadzorowanie dorastania ryb do rozmiaréw
konsumpcyjnych. Wprowadzenie nowej po-
pulacji moze sig odby¢ jedynie pod nadzo-
rem urzedowym po wykonaniu gruntownej
dezynfekgji, nie wczesniej niz 6 miesiecy po
usunieciu ostatnich ryb (71, 73). Gospodar-
stwa, ktore lezg w tej same; strefie przybrzez-
nej lub pobierajg wode z tego samego ujecia
wody podlegajag rowniez badaniom laborato-
ryjnym. Konieczne jest takze przeprowadze-
nie dochodzenia epizootycznego (71). Wpro-
wadzenie odpowiednich dziatan w Szkocji
doprowadzito do catkowitego wyeliminowa-
nia ISA (ale nie ISAV) w tym kraju, gdzie od
1999 r. nie notowano zadnych nowych przy-
padkow wystgpienia choroby. Nie mozna jed-
nak wykluczy¢ sytuacji, w ktérej wiasciciele
gospodarstw nie decyduja sie na badanie ryb
w przypadku wystepowania jedynie umiarko-
wanej ich $miertelnosci.

Zarowno w Kanadzie, jak i w USA dopusz-
czone zostafo uzywanie zabitych autoszcze-
pionek w obrebie zakazonej farmy lub farm
blisko z nig sasiadujgcych. W 2001 r. firma
Aqua Health Ltd. — CAN wprowadzita na ry-
nek kanadyjski ztozong szczepionke Forte
V1 zawierajgcg m.in. inaktywowany ISAV.
Badania laboratoryjne wykazaly, ze szcze-
pionka ta indukuje wysoki poziom odporno-
$ci na zakazenie ISAV, niewiele jednak wia-
domo na temat jej skutecznosci w terenie.
W Unii Europejskiej istnieje mozliwos¢ szcze-
pienia w kierunku ISA,w rejonach wystepo-
wania choroby i w strefie buforowej otacza-
jacej obszar zakazony (72). Trudno jednak
odpowiedzie¢ na pytanie, czym wykonywac
ewentualne szczepienia, gdyz jak do tej pory
nie zarejestrowano w Europie zadnej szcze-
pionki anty-ISAV.

Podsumowanie

Pomimo ze pierwszy przypadek ISA zo-
stat odnotowany w 1984 r., izolacja rybiego
ortomyksowirusa bedacego czynnikiem etio-
logicznym choroby miata miejsce dopiero 10
lat pozniej. Kolejne 10 lat intensywnych ba-
dan nad ISA znacznie pogtebity wiedzg na
temat wystepowania i przebiegu choroby,
a takze samego ISAV. Wiele zagadnien, ta-
kich jak budowa nukleokapsydu wirusa, do-
ktadna rola dwoch powierzchniowych gliko-
protein w patogenezie choroby, poprzez geo-
graficzne pochodzenie ISAV, wspotzaleznosé
pomigdzy zmiennoscig genetyczng poszcze-
golnych szczepow a przebiegiem choroby,
przebieg odpowiedzi immunologiczej w za-

kazeniu oraz udziat wolno zyjacych ryb to-
sosiowatych w rozprzestrzenianiu choroby,
wcigz wymaga jednak wyjasnienia.
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