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Pseudoloma neurophilia (Microsporidia)
- powazne zagrozenie dla hodowli
laboratoryjnej danio pregowanego
(Danio rerio, Hamilton 1822)
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grupie zwierzat laboratoryjnych

i doswiadczalnych, ryby stanowia
bardzo ciekawy model dla prac naukowych,
ale réwniez s interesujace dla lekarzy we-
terynarii zajmujacych sie zagadnieniem
ochrony zdrowia i dobrostanu w profesjo-
nalnych zwierzetarniach. Tendencja zwigk-
szania wydajnosci hodowli polegajacej na
zageszczaniu ryb (np. dla danio pregowa-
nego 10 lub wiecej dorostych osobnikéw
w litrze wody) oraz intensywna wymiana
materialu pomiedzy zwierzetarniami wply-
waja na wzrost mozliwosci wystepowania

i rozprzestrzeniania sie wielu choréb. Za-
kazenia takie moga nie$¢ ze sobg dotkli-
we skutki, ograniczajac dostepnos¢ mate-
rialu do badar, a co wazniejsze, wplywaja
na jakos¢, powtarzalno$¢ i wiarygodnosé
uzyskiwanych wynikéw.

Mikrosporydia stanowia liczna grupe
jednokomérkowych patogenéw wystepu-
jacych u owadéw, ryb, plazéw, gadéw, pta-
kéw i ssakéw, w tym takze u ludzi. U ryb
stodkowodnych i morskich, jako patoge-
ny, rozpoznano ponad 100 gatunkéw mi-
krosporydiéw (1, 2). Charakteryzuja sie

one rézna predylekcja narzadowa oraz od-
miennoscia cyklu rozwojowego i morfo-
logii. Znamienne jest to, ze cze$¢ zakazen
przebiega bezobjawowo. Przez to choroba
dlugo moze rozwijac sie w sposéb skryty,
sprzyjajac niekontrolowanemu rozprze-
strzenianiu si¢ tego patogenu, jednocze-
$nie stwarzajac ogromne trudnosci w wy-
krywaniu i eliminowaniu ognisk chorobo-
tworczych. Specyfika cyklu rozwojowego,
zdolno$¢ do przetrwania w srodowisku ze-
wnetrznym i ograniczone mozliwosci pro-
wadzenia efektywnego postepowania te-
rapeutycznego podnosza range zagroze-
nia tego typu zakazeniami.
Przynalezno$¢ systematyczna mikro-
sporydiéw byla wielokrotnie zmienia-
na. Fakt, ze mikrosporydia zamiast mi-
tochondriéw maja mitosomy, a ich apa-
rat Golgiego jest bardziej funkcjonalnym
niz morfologicznym odpowiednikiem tego
organellum, powoduje, ze pozycja filo-
genetyczna tych organizmoéw jest nieja-
sna. Takze rybosomy mikrosporydiéow
nie s3 typowymi dla organizméw euka-
riotycznych i bardziej przypominaja for-
my wystepujace u prokaryota. Dodatko-
wo, komérki mikrosporydiéw cechuja sie
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brakiem peroksysomu; sa za to wyposazo-
ne w specjalny aparat pozwalajacy zaapli-
kowaé zawarto$¢ swojej komérki do zaata-
kowanej komérki zywiciela (3). Natomiast
obecnos¢ chityny w wewnetrznej otocz-
ce spory wydaje sie potwierdzac fakt bli-
skiego pokrewienstwa z grzybami. Takze
badania na poziomie molekularnym su-
geruja, ze mikrosporydia sa najblizej spo-
krewnione z grzybami — filogenetyczna
analiza gen6w kodujacych: beta tubulineg,
podjednostke polimerazy RNA II, biatko
wiazace TATA oraz czynniki translacyj-
ne EF-11EE-2 (3, 5, 6, 7).

Pierwsze wzmianki o mikrosporydio-
wych zakazeniach u danio pregowanego
pojawily sie w 1980 r. (8). Obserwowano je
uryb uzytych do badan toksykologicznych,
a pochodzacych ze sklepu zoologicznego.
Pézniej wielokrotnie potwierdzano obec-
no$¢ tego patogenu takze u ryb z réznych
hodowli laboratoryjnych (dane Zebrafish
International Resource Center — ZIRC)
— https://zebrafish.org/; submissions_
summary_2006-2015.pdf; 9, 10). Dopie-
ro w 2001 r., po przeprowadzeniu analiz
morfologicznych i molekularnych, nada-
no temu patogenowi nazwe — Pseudolo-
ma neurophilia (11). Czlon gatunkowy
nazwy byl odzwierciedleniem lokalizacji
spor w tkance nerwowej rdzenia i tylnej
cze$ci mdzgowia oraz w nerwach obwo-
dowych. Dalsze badania wykazaly, ze spo-
ry moga réwniez lokalizowac sie w tkance
mie$niowej, w ukladzie rozrodczym i rza-
dziej w nerce (12). Nie wiadomo, czy da-
nio zapada na te chorobe réwniez w $ro-
dowisku naturalnym. Ze wzgledu na brak
tego typu doniesien wielce prawdopodob-
ne wydaje sie, ze do migdzygatunkowych
zakazent moglo doj$¢ dopiero po imporcie,
w warunkach sklepu akwarystycznego lub
hodowli ryb ozdobnych. To wiasnie z ta-
kich miejsc wywodza sie najpopularniej-
sze stada (linie) danio wykorzystywanego
w laboratoriach. Sklepy i hurtownie byty
tez, na poczatku wykorzystania tego mo-
delu, gtéwnym zrédlem pozyskiwania ryb
»typu dzikiego” Intensywna wymiana ma-
terialu pomiedzy zwierzetarniami, wpro-
wadzanie ryb z nieznanych Zrédel oraz
poczatkowo niewielka uwaga po$wiecona
zdrowiu ryb wplynely na rozprzestrzenie-
nie si¢ wielu choréb, w tym P, neurophilia.
Wedlug danych ZIRC, gdzie wykonywane
sa badania diagnostyczne ryb zgtaszanych
przez rézne pracownie, w 2006 r. obecnosé¢
P neurophilia stwierdzana byta w 19% ma-
terialu, a w 2010 r. juz u ponad 73% wy-
krywano tego pasozyta (https://zebrafish.
org/; submissions_summary_2006-2015.
pdf). Dzieki podjetym dziataniom profi-
laktycznym i diagnostycznym, w 2015 r.,
populacja zakazonych ryb spadfa do nie-
spelna 50% (13). Badania te jasno ukazuja
skale i szybko$¢ rozprzestrzeniania sie tego

Zycie Weterynaryjne * 2016 « 91(11)

patogenu. Dlatego tak wazne jest oszaco-
wanie wagi problemu (wplyw na produk-
cje ryb oraz przydatnosc zakazonych ryb
do badan) i opracowanie skutecznej wal-
ki z P. neurophilia.

Spory P. meurophilia maja wymia-
ry 4,8-5,9 mikrometra (Srednia dlugo$¢
5,4) x 2,3-3,1 mikrometra ($§rednia szero-
kos$¢ 2,7; 14), i tak jak stadia przetrwalni-
kowe innych mikrosporydiéw, otoczone
s chitynowa $ciang (4, 15). Najistotniej-
sza droga zakazenia P. neurophilia u Danio
rerio jest droga pokarmowa. Spory moga
by¢ wyjadane z osadu dennego lub, w wy-
niku kanibalizmu, moga trafi¢ do przewo-
du pokarmowego z resztkami martwych
ryb (jesli te natychmiast nie zostaja usu-
niete) badz z malymi rybami, ktére pa-
dly ofiarg wigkszego osobnika. Mozliwa
jest réwniez droga zakazenia pionowe-
go z rodzicéw na potomstwo. W niekto-
rych przypadkach w oocytach i jajnikach
znajdowano spory tego pasozyta w ilosci
12 000—-88 000 sztuk (15). Dokladny me-
chanizm inwazji tego pasozyta nie jest zna-
ny. Mozemy tylko spekulowad, jak przebie-
ga wedréwka do tkanek predylekcyjnych
(tkanka o$rodkowego uktadu nerwowego
— tylomézgowie i rdzen oraz tkanka mie-
$niowa) oraz to gdzie i jak dochodzi do
iniekcji sporoplazmy pasozyta do komor-
ki zywiciela. Wiadomo natomiast, ze do-
piero po wstrzyknieciu zawartosci spory
mozliwa jest proliferacja we wnetrzu zaata-
kowanej komoérki (faza mergony; 11, 14).
Kolejnym i ostatnim etapem jest faza spo-
rogony koniczaca si¢ wytworzeniem spor
otoczonych $ciana sporoforu. Cykl przebie-
ga identycznie w tkance nerwowej i mie-
$niowej (14). Przy zakazeniach do$wiad-
czalnych dokonanych w laboratorium prof.
M. Kenta, na Stanowym Uniwersytecie
Oregon (OSU) w Corvallis, USA, juz po
3 godzinach od ekspozycji, stwierdzono
obecnos$¢ spor w przewodzie pokarmo-
wym larw; po 4-5 dniach pasozyt wykry-
wany byl w tkance miesniowej, a dopie-
ro po 8 dniach w rdzeniu kregowym (16).
W przypadku dorostych ryb po 45 dniach
od ekspozycji obserwowano w pelni rozwi-
nieta infekcje ukladu nerwowego.

Konsekwencja pojawienia si¢ paso-
zyta moga (ale nie musza) by¢ zmiany
zwyrodnieniowe w ukladzie nerwowym
i mie$niowym. Zaburzeniu moze ule¢
réwniez funkcjonowanie uktadu rozrod-
czego samic. Nasilenie zmian zalezy oczy-
wiscie od ilosci utworzonych sporoforéw
i ilosci obecnych ,wolnych” spor. W lite-
raturze najczesciej pojawia si¢ obraz ryb
wychudzonych, mogacych nosi¢ cechy
skrzywienia kregoslupa spowodowa-
nych zwyrodnieniem mie$ni i zmianami
w ich napieciu. Przytaczane sa takze za-
burzenia w funkcjonowaniu osrodkowe-
go uktadu nerwowego, manifestujace si¢
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Pseudoloma neurophilia (Microsporidiosis)
- a serious threat to the husbandry of
laboratory zebrafish (Danio rerio, Hamilton
1822)
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The aim of this article was to present health aspects
that may compromise the results of behavioral
studies performed in zebrafish (Danio rerio). Like
the rat, the zebrafish is used in labs worldwide for
research. Since both zebrafish and people are highly
social, researchers consider the zebrafish a better
lab model for some human behaviors than rodents.
Zebrafish demonstrate their preference for each
other by clustering into shoals - a social behavior
that is measurable and reflects how different factors
or drugs affect zebrafish stress. Protection of the
laboratory animals health ensures their welfare,
optimized breeding and in consequence set a base
for correct and reproducible results that can be
obtained from the experiment. For zebrafish, the
sole representative of fish listed as a laboratory
animal, there is a number of diseases likely to
affect the health and husbandry of aquaculture
and consequently, to affect the course of research
conducted using this model. One of the most
important and most common diseases of zebrafish
is microsporidiosis caused by Pseudoloma neurophilia.
P.neuraphilia settles in the brain, spinal cord and
nerves of zebrafish. As many as half of all laboratory
facilities may be using some infected zebrafish,
according to Zebrafish International Resource Center
(ZIRC) - data from 2015. Double quarantine system,
prompt diagnosis and elimination of sick colonies are
essential to combat this infection.

Keywords: zebrafish, Pseudoloma neurophilia,
microsporidia, health care.

spiralnym lub ,krzywym plywaniem”. Po-
niewaz moze to utrudnia¢ chorym rybom
pobieranie pokarmu, postepujaca choro-
ba doprowadza do dalszego wyniszcze-
nia organizmu. W niektérych przypad-
kach (niekoniecznie zwigzanych z mniej
nasilong inwazja) przebieg choroby diu-
go moze pozosta¢ bez objawéw klinicz-
nych. W zwiazku z tym, ze objawy kli-
niczne sa niejednoznaczne i maja rézny
stopien nasilenia, odnotowanie obnize-
nia potencjalu rozrodczego kolonii, spo-
wolnienie przyrostéw i wzrost §miertel-
noéci narybku powinny pociagnac za soba
szczegblowa diagnostyke w kierunku za-
kazenia P. neurophilia.

Metody diagnostyczne, jakimi mozna
sie postuzy¢ przy wykrywaniu P. neurophi-
lia u danio pregowanego, sa réznorodne.
Podstawowym dzialaniem jest wykonywa-
nie preparatéw mokrych bezposrednich
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Ryc. 1. Technika pobrania materiatu z uktadu nerwowego (mdzg i rdzef) do wykonania preparatow

diagnostycznych mokrych bezposrednich. A-E, technika odstoniecia rdzenia i mézgu, skala 1 mm; F - skupisko
spor Pseudoloma neurophilia widoczne w preparacie bezposrednim mokrym, obiektyw 40x. F, zdjecie
preparatu wykonanego przez autoréw w laboratorium prof. M. Kenta ze Stanowego Uniwersytetu Oregon, USA

z moézgu i rdzenia kregowego (ryc. 1).
W celu wykonania takiego preparatu, po
dokonaniu eutanazji, z ryby usuwa sie sko-
re oraz miesnie grzbietowe. Dopiero z tak
odstonietego kregostupa tatwo jest wypre-
parowac rdzen kregowy. Preparacja mo-
zgu jest technicznie mniej wymagajaca
i z fatwo$ciag moze by¢ dokonana zaréw-
no od strony mézgoczaszki, jak i od stro-
ny trzewioczaszki. Pobrany material na-
klada sie na szkietko podstawowe, na kté-
rym wczesniej nalozona zostala niewielka
kropla sterylnej wody. Material dobrze jest
poddac¢ lekkiej kompresji poprzez naci-
$niecie szkielka nakrywkowego. W zgnie-
cionym preparacie, pod obiektywem 40x
szuka sie ciemniejszych pdl w tkance ner-
wowej. Po wykryciu takiego ogniska uzy-
wa si¢ powiekszenia 60x i 100x w celu
potwierdzenia obecno$ci ogniska spor
(ryc. 2a). W przypadku poszukiwania po-
jedynczych P. neurophilia uzywa si¢ obiek-
tywéw immersyjnych (100x). Ocena tego
typu preparatéw wymaga jednak duzego
doswiadczenia.

Inna podstawowg metoda jest wyko-
nanie rozmazu z mézgu i rdzenia, wy-
suszenie go i wybarwienie metoda Diff-
-Quick. Nie jest to w pelni kierunkowa
metoda w przypadku tego typu materia-
tu, jest jednak przydatna w diagnostyce

na poziomie podstawowym. Sprawdzona
metoda w szybkiej diagnostyce jest tak-
ze barwienie Fungi Fluor, ktére moze by¢
zastosowane zaréwno do materiatu $wie-
z0 pobranego, jak i zamrozonego. W bar-
wieniu tym chitynowa $ciana spor moze
by¢ obserwowana pod mikroskopem flu-
orescencyjnym. Metoda doskonale obra-
zujaca obecno$¢ P. neurophilia jest badanie
histopatologiczne. Tego typu badanie daje
dodatkowo trwaly material do przechowy-
wania w celach poréwnawczych i szkole-
niowych. Przy wykrywaniu P. neurphilia
ta metoda dominuja dwie techniki bar-
wienia — HE i Luna (ryc. 2b, ¢). W pierwszej
z nich spory przybieraja kolor jasnoniebie-
ski, a sporoplazma staje si¢ ciemnoniebie-
ska; natomiast w barwieniu Luna spory za-
barwiaja si¢ na kolor czerwony (13). Cze-
$ciowe barwienie spor mozna osiagnaé
przy uzyciu metody Giemsy, zwyktego bar-
wienia metoda Grama (spory sa Gram-do-
datnie) oraz réznych metod kwasoopor-
nych (np. Ziehl-Neelsena czy PAS; 17).
Cenna metoda diagnostyczng, podobnie
jak w identyfikacji innych patogendw, jest
takze technika PCR. Jako czula metoda,
szybko potwierdza lub neguje podejrze-
nie obecnosci P. neurophilia. Wprawdzie
ilo§¢ materialu dostepna do badar jest na
og6l bardzo niewielka, ale przyjmuje sie,

ze przy uzyciu PCR mozna wykry¢ nawet
2-10 spor w prébce (18). Przykladowe star-
tery stuzace do wykrywania P. neurophilia
przedstawiono w tabeli 1.

Podobnie jak w przypadku gryzoni oraz
innych zwierzat laboratoryjnych wiele dys-
kusji budza propozycje leczenia danio pre-
gowanego wykorzystywanego do celéw na-
ukowych. Podstawowa obawa jest wplyw
zastosowanych lekéw na dalsze uzytkowa-
nie zwierzat (rozréd, odchéw narybku),
a takze mozliwo$¢ wplywu lekéw (nawet
w kolejnych pokoleniach) na wyniki badari
prowadzonych na tym modelu. Niezaleznie
od stanowiska, w przypadku mikrospori-
dioz leczenie nie jest mozliwe, poniewaz na
razie nie ma na nie skutecznego leku kie-
runkowego. Obecnie gléwna metode ogra-
niczenia szerzenia sie zakazen P. neurophi-
lia stanowi profilaktyka. Dlatego tak wazny
jest wysoki poziom wyszkolenia personelu,
bezwzgledna izolacja pomieszczenia kwa-
rantanny od gléwnego systemu hodowla-
nego i bezwzgledne przestrzeganie zasad
przebiegu kwarantanny. Niezaleznie od
tego, na jakie patogeny sa narazone ryby,
w hodowli danio pregowanego w warun-
kach laboratoryjnych, kwarantanna po-
winna mie¢ charakter ostateczny. Ozna-
cza to, ze ryby pochodzace spoza zwierze-
tarni nigdy nie powinny trafia¢ do hodowli
w gltéwnym systemie. Jedynie potomstwo
ryb uznanych za zdrowe (w kwarantan-
nie) i wylacznie po przejsciu odkazenia
przed 27. godzing po zaptodnieniu moze
by¢ wprowadzane do systemu gléwnego.
W zwiazku z tym, ze mozna si¢ spodzie-
wac obecnosci duzej ilosci spor w wodzie
tarliskowej (uwolnionych w trakcie skta-
dania ikry), bardzo wazne jest wielokrotne
i obfite plukanie uzyskanej ikry (zwieksze-
nie szansy na mechaniczne usuniecie spor
z powierzchni jaja) tuz po zbiorze i przed
dalszym postepowaniem hodowlanym —
odkazaniem zewnetrznym. Typowo, do
oczyszczania ikry danio stosuje sie dwie
5-minutowe kapiele w podchlorynie sodu,
po ktérych nastepuje 5-minutowa kapiel
w wodzie (lub roztworze soli, np. E3; 19).
Jednak w przypadku zakazenia P neuro-
philia sytuacja jest duzo trudniejsza. Po-
wodem jest odpornos¢ spor tego mikro-
sporydium na zwiazki chloru stosowane
do odkazania ikry danio. Dopiero stezenie
100 ppm (przy pH zbuforowanym do war-
toéci 7,0) zabija ok. 99% spor (20). Nieste-
ty, warunki te sa réwnie toksyczne dla ikry.
Dlatego tez zalecane jest stosowanie pod-
chlorynu sodu o stezeniu 100 ppm w nie-
zbuforowanym $rodowisku. Zmiana taka
wprawdzie powoduje spadek skuteczno-
$ci zabiegu do ok. 80%, ale zapewnia do-
bra przezywalnos¢ ikry. Podobne rezulta-
ty uzyskuje sie, stosujac metody oparte na
preparatach zawierajacych jod (21). Dodat-
kowo cala sytuacje komplikuje mozliwos¢
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Zdjecie spod obiektywu: 10x (A), 40x (A", B), 100x (C); strzatkami zaznaczono: skupiska spor (A", B) i charakterystyczng wakuole w sporze (C). (A-C) - zdjecia z materiatu
udostepnionego przez prof. M. Kenta ze Stanowego Uniwersytetu Oregon, USA

zakazenia sporami wewnatrz jaja (intra-
-ovum) w trakcie jego rozwoju w ciele sa-
micy (18). Chorion otaczajacy zarodek jest
tez barierg obronna dla pasozyta, skutecz-
nie chroniac go przed dzialaniem $rod-
kéw uzywanych do odkazania ikry danio.
Mimo ze zakazenia intra-ovum sa stosun-
kowo rzadkie, trzeba si¢ z nimi liczy¢, pla-
nujac skuteczng ochrone akwakultury. Cie-
zar zachowania wysokiego statusu zdro-
wotnego akwakultury spoczywa gléwnie
na personelu i zalezy od jego codziennej

pracy. Szybkie wykrywanie ryb z objawa-
mi mogacymi wskazywac na zakazenie
mikrosporydiami, natychmiastowe usu-
wanie osobnikéw chorych oraz padlych,
a takze nieskarmianie tarlakéw nadmia-
rem ikry, ktéra nie zostala wykorzystana
do prac badawczych, zdecydowanie ob-
niza ryzyko transmisji. Nie powinno sie
réwniez wlewaé wody z pojemnikéw tar-
liskowych do systemu hodowlanego. Spo-
ry czesto gromadza sie w osadach. Z tego
powodu waznym elementem profilaktyki

Tabela 1. Zestawienie starteréw PCR uzywanych do wykrywania Pseudoloma neurophilia

szerzenia sie zakazenia mikrosporydia-
mi jest takze minimalizacja wszelkich za-
nieczyszczen w obrebie uktadu cyrkulacji
wody i w zbiornikach, w ktérych przeby-
waja ryby. Czynnosci te polegaja na regu-
larnym mechanicznym czyszczeniu zaréw-
no pojemnikéw, jak i wszelkich elemen-
téw systemu (np. rynny odprowadzajacej
wode). Ryby nieustannie penetruja dostep-
ne im czesci systemu i chetnie Zeruja, wy-
korzystujac do tego wszelkie mozliwe Zré-
dla (takze osady). W akwakulturach danio

Nazwa startera Sekwencja starterow Wykrywany gatunek Amplifikowany fragment (pz) Pi$miennictwo
PNA_O3 PNA_04 5'-TGA AAT GTG GTG ACC CGTTTA GG-3’ P. neurophilia 441 Matthews i wsp., 2001 (11)
5'-TCC TTG ACC CAT CCTTCCTGT G-3’

Pn18S5F 5'-GAA AATTAC CGG AGC CTG AAG TC-3’ P. neurophilia 788 Whipps i Kent, 2006 (25)
Pn18S5R 5’-TTC CCT CTC TCT CCA AATTTC GG-3’
530f 5’-GTG CCA GC(C/A) GCC GCG G-3’ P. neurophilia 1553 Vossbrincka i wsp. 2010 (26)
580r 5'-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3’ Loma salmonae

Glugea stephani

Nucleospora salmonis

Heterosporis spp.
Pn10F Pn10R 5'-GTA ATC GCG GGC TCA CTA AG-3’ P. neurophilia 113 Ferguson i wsp., 2007 (20)

5’- GCT CGC TCA GCC AAATAAAC- 3’
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laboratoryjnego, oprécz zwierzat hodow-
lanych czasem mozna spotkac ,dzikie po-
pulacje” ryb zamieszkujace sumpy/osadni-
ki. Zwierzeta te rozwijaja sie z ikry wymy-
wanej z pojemnikéw (tarta spontaniczne
w mieszanych plciowo grupach danio).
Grupy te moga by¢ tez zasilane przez do-
rosle osobniki, ktérym udalo si¢ uciec ze
zbiornikéw. Gtéwnym pokarmem takich
ryb sa wszelkie resztki, przez co sa one po-
tencjalnie narazone na zakazenia réznymi
patogenami, w tym P. neurophilia. Dlate-
go wazne jest regularne usuwanie takich
ryb z systemu oraz ich badanie.
Idealnym, aczkolwiek kosztownym
programem jest tworzenie hodowli danio
o charakterze SPF (wolnych od swoistych
patogenéw). Obecnie tylko jedna hodow-
la gwarantuje material wolny od P. neuro-
philia i jest to hodowla danio pregowanego
w Sinnhuber Aquatic Research Laboratory
(SARL), w Oregonie w USA. Osiagniecie
celu, jakim bylo uzyskanie kolonii w stan-
dardzie SPF (wolnych od P neurophilia,
a takze od Mycobacterium marinum), byto
mozliwe dzigki zastosowaniu wielopozio-
mowej kwarantanny, wdrozeniu programu
badan specjalistycznych zaréwno dla ryb
dorostych, jak i potomstwa w celu wyklu-
czenia nosicielstwa patogenu oraz opraco-
wanie zasad pracy. W SARL rygorystycz-
nie przestrzegane sa zasady izolacji kwa-
rantanny (pomieszczenia w innej czesci
budynku niz lokalizacja gléwnej hodow-
li, autonomiczny obieg wody oraz odde-
legowany personel obslugujacy kwaran-
tanne i niemajacy stycznos$ci z pozostala
czescia akwakultury). Konieczna i nieoce-
niona jest tez profesjonalna diagnostyka.
W przypadku SARL zapewnia ja labora-
torium prof. M. Kenta ze Stanowego Uni-
wersytetu Oregon (OSU) w Corvallis, USA.
Z pewnoscig tego typu przedsiewziecia sa
dobry, acz zmudna droga do stopniowego
uwalniania hodowli laboratoryjnych ryb od
najgrozniejszych patogendéw. Zaintereso-
wanych hodowla w standardzie SPF odsy-
famy do publikacji na ten temat (22, 23).
Profesjonalne pracownie hodowli ryb
laboratoryjnych powinny tworzy¢ wiasne
programy ochrony zdrowia. W Pracowni
Hodowli Danio Pregowanego Miedzyna-
rodowego Instytutu Biologii Molekular-
nej i Komoérkowej w Warszawie funkejo-
nuje program profilaktyczny, obejmujacy
dzialania diagnostyczne, ze szczeg6lnym
naciskiem na zapobieganie transmisji
P. neurophilia, Pseudocapillaria tomen-
tosa i Mycobacterium spp. Do zwierzetar-
ni przyjmowane sa ryby (niezaleznie od
stadium rozwojowego) pochodzace jedy-
nie z licencjonowanych i znanych hodow-
li danio. Niezaleznie od informacji o statu-
sie zdrowia kolonii oraz o zabiegach, jakim
poddano ikre, caly dostarczany materiat
hodowlany (zaptodniona ikra lub/i osobniki

doroste) jest umieszczany w kwarantannie
o charakterze ostatecznym. W przypad-
kach, kiedy z miejsca pochodzenia mate-
riatu przychodzi informacja o ryzyku zaka-
zenia np. P neurophilia, ikra i ryby trafiaja
do pomieszczenia weterynaryjnego w od-
dzielnej czesci budynku (prekwarantanna).
Daje to szanse przeprowadzenia obserwa-
¢ji i dodatkowych badan przed ostateczna
decyzja o ulokowaniu w kwarantannie lub
podjeciu dziataii majacych na celu elimi-
nacje patogenu. Wszystkie grupy ryb (po-
koéj weterynaryjny, kwarantanna i system
gléwny) sa codziennie szczegélowo prze-
gladane w celu wykrycia osobnikéw wy-
kazujacych kliniczne objawy ewentualne-
go zakazenia. Na biezaco wykonywane sa
badania diagnostyczne ryb wykazujacych
jakiekolwiek niepokojace objawy oraz ryb
zdrowych klinicznie, a przeznaczonych do
eutanazji z powodéw nadwyzek hodowla-
nych czy wycofania z hodowli. Wyniki tych
badan sa dokumentowane w comiesiecz-
nym raporcie. Dwa razy w roku wykony-
wane s3 badania w zewnetrznym autory-
zowanym laboratorium diagnostycznym,
w profilu obejmujacym najwazniejsze jed-
nostki chorobowe dla Danio rerio. Zaréw-
no w badaniach miesiecznych, jak pétrocz-
nych monitorowane sa takze osady z sys-
temu gltéwnego i kwarantanny. Do badan
pétrocznych sa wykorzystywane grupy ryb
»straznikow” (sentinel), ktére przez szes¢
miesiecy przebywaly w wodzie splywajacej
ze wszystkich zbiornikéw z rybami, odpo-
wiednio dla systemu gléwnego i kwaran-
tanny. W ten sposéb ryby poddawane byty
celowej ekspozycji na potencjalny materiat
zakazny mogacy znajdowac sie w osadach
i wodzie systemowej. Obecnie wskazane
wydaje si¢ stosowanie dwdch grup senti-
neli. Druga grupa w stosunku do wyzej opi-
sanej, przebywa w wodzie, ktéra przeszla
przez uklad filtracji, ale co wazniejsze: zo-
stala poddana promieniowaniu lamp UV,
co ma na celu ograniczenie obecnosci pa-
togenéw, w tym oczywiscie spor P. neu-
rophilia. Poréwnanie wynikéw badan dla
obu grup daje mozliwo$¢ oceny skuteczno-
$ci odkazania wody hodowlanej przy uzy-
ciu lamp UV. Warto pamietaé, ze wrazli-
wo$¢ patogendéw na promieniowanie UV
jest zréznicowana. O ile w przypadku bak-
terii Aeromonas spp., Vibrio spp. i Pseu-
domonas spp. moc lampy w granicach
4000-5000 pW/cm?*/s jest wystarczajaca,
o tyle zwalczanie P. neurophilia wymaga
dawek UV w granicach 50 000 uW/cm?/s
(24). Oprécz dobrania lamp o odpowied-
niej mocy nalezy pamietac o ich regularnej
kontroli i wymianie. Inaczej z czasem prze-
stana spelnia¢ swoje zadanie. Systemy wy-
posazone sa w lampy o mocy 120 000 u\W/
cm?/s. Cala woda krazaca w systemie pod-
dawana jest temu promieniowaniu. Dodat-
kowo, przy odplywie wody z pojemnika na

sentinele zalozona jest dodatkowa lampa
UV, ktéra ma ogranicza¢ ryzyko ewentu-
alnego rozprzestrzeniania si¢ chordb. Przy
profilaktyce wazne jest zachowanie pod-
wyzszonych zasad higieny — autoklawo-
wanie materialéw z kwarantanny, uzywa-
nie automatéw myjaco-sterylizujacych do
systematycznego czyszczenia pojemnikéw
na ryby, siatek itp.

Dynamiczny rozwéj modelu danio, dba-
to$¢ o dobrostan zwierzat laboratoryjnych
oraz o jako§¢ materialu uzywanego do ba-
dan sprawily, ze zainteresowano sie utrzy-
maniem wlasciwego statusu zdrowia w ho-
dowlach takze i tego gatunku ryb. Poczat-
kowo traktowano te rybe (podobnie jak
w zwyklej praktyce akwarystycznej) jako
fatwa w utrzymaniu i odporna na wiele
choréb wystepujacych u ryb ozdobnych.
Wieloletnie do$wiadczenia oraz intensyfi-
kacja hodowli laboratoryjnej spowodowa-
ty zmiane tych pogladéw. Stalo sie oczywi-
ste, ze hodowle danio réwniez sa narazone
na zakazenia mikrosporydiozami i ze co-
raz bardziej potrzebna jest skuteczna me-
toda walki z P. neurophilia i Pleistophora
hyphessobriconis. Optymalne bytoby zna-
lezienie skutecznej metody odkazania ikry
przeznaczonej do dalszej hodowli oraz od-
kazania systeméw hodowlanych, w §rodo-
wisku wodnym, w obecno$ci ryb. Prowa-
dzone préby (podobnie jak w przypadku
mikrosporydioz u ludzi) obejmuja rézne
grupy lekéw. Z najwazniejszych nalezy wy-
mieni¢: fumagiline, toltrazuril, albendazol,
mebendazol, fenbendazol, metronidazol
i azytromycyne. By¢ moze konieczne jest
zastosowanie wigcej niz jednego leku (te-
rapia skojarzona). Z pewnoscia kazda me-
toda przerywajaca cykl rozwojowy stwa-
rza mozliwosci skutecznego zwalczania
tej mikrosporidiozy i uwalniania od niej
akwakultur laboratoryjnych danio prego-
wanego. Do tego typu badan konieczne
sa jednak duze grupy ryb, z potwierdzo-
nym zakazeniem, utrzymywane w izolo-
wanych pomieszczeniach. Badania, cho¢
wymagajace do$¢ znacznych nakladéw, sa
bardzo potrzebne, zwlaszcza ze dodatko-
wo mikrosporydiozy danio pregowanego
(P. neurophilia i Pleistophora hyphessobri-
conis) moga stanowi¢ ciekawy model do
znalezienia skutecznych metod leczenia
tego typu zakazen u ludzi.
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