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1. STRESZCZENIE

Pstrag teczowy (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) jest wiodacym gatunkiem
polskiej akwakultury, a takze jednym z najwazniejszych gatunkéw ryb hodowlanych
w Europie i na §wiecie. Szacuje si¢, ze Swiatowa populacja osiggnie 10 miliardéw ludzi
do 2050 r. Aby zaspokoi¢ przewidywane wymagania zywieniowe rosngcej populacji,
produkcja zwierzat wodnych musi podwoi¢ si¢ do 2050 r., a ze wzgledu na wyczerpanie
mozliwosci srodowiskowych wszelki wzrost bedzie musial pochodzi¢ z akwakultury.
Najwigkszym zagrozeniem dla rozwoju tego sektora produkcji zywnos$ci sg choroby,
a nasilajace si¢ zmiany klimatyczne moga zwiekszaé¢ ryzyko ich pojawiania si¢
1 rozprzestrzeniania. Aby ograniczy¢ do minimum ryzyko wystgpienia chorob
i konieczno$¢ leczenia ryb, istotnym jest podjecie dzialan bioasekuracyjnych
1 profilaktycznych, do ktorych zaliczane sa m.in. kapiele antyseptyczne. Doniesienia
literaturowe dotyczace skutkow patomorfologicznego oddzialywania na organizm
pstraga dawek antyseptykow, stosowanych w lekarsko-weterynaryjnej praktyce
ichtiopatologicznej, sa skape. Brakuje rowniez wystandaryzowanych badan
porownawczych, ktore pozwolityby na wlasciwe oszacowanie stosunku ryzyka
do zyskow w zakresie zdrowia, w przypadku podjecia decyzji o uzyciu poszczeg6lnych

substancji w chowie 1 hodowli pstraga.

Praca ma na celu okreslenie i pordwnanie wptywu jednorazowego, dwukrotnego
| trzykrotnego stosowania kapieli profilaktycznych z wykorzystaniem formaldehydu
(w dawce 0,25 kg m=3), chlorku sodu (w dawce 20 kg m3) i siarczanu miedzi (I1)
(w dawce 0,003 kg m) na obraz patomorfologiczny skory i skrzeli klinicznie zdrowych
pstragéw teczowych. W doswiadczeniu wykorzystano 360 sztuk narybku pstraga
teczowego w wieku 0+ o $redniej masie 88,87+32,53 g. Od kazdego zwierzecia pobrano
fragment skory i skrzeli, ktore utrwalono w utrwalaczu Davidsona. Skrawki tkanek
poddano standardowej obrobce histopatologicznej, a nastgpnie barwiono wedtug dwoch
metod: przy uzyciu hematoksyliny-eozyny oraz blekitu alcjanskiego z kwasem
nadjodowym i odczynnikiem Schiffa. Ocenie mikroskopowej poddano 1 440 preparatow.
W pracy wykorzystano metody poétilosciowe, takie jak ocena wskaznikéw narzadowych
1 ocena histopatologiczna z wykorzystaniem wspotczynnikow wzorcow reakcji

I wspotczynnikow reakcji narzadow.



Uzyskane wyniki dowiodly, Ze jednokrotna ekspozycja na formaling w dawce
0,25 kg m3, z zachowaniem $rodkdéw bezpieczenstwa w postaci zwiekszenia aeracji
W basenach, nie wptyneta toksycznie na skore 1 miata bardzo stabo wyrazone dziatanie
na obraz morfologiczny skrzeli pstraga. Stwierdzono, ze toksyczno$¢ formaliny wrastata
wraz z zastosowaniem kolejnych dawek. Wykazano, ze jednokrotna ekspozycja
na chlorek sodu w dawce 20 kgm= powoduje wieksze zréznicowanie obrazu
patomorfologicznego badanych narzadow pstrgga niz jednokrotna ekspozycja
na formaling, a r6znice pomigedzy wptywem tych substancji na obraz patomorfologiczny
skory 1 skrzeli pstraga maleja wraz z ekspozycja na drugg i trzecia dawke. Badanie
potwierdzito toksyczne dziatanie chlorku sodu w stosunku do analizowanych narzadéw,
przejawiajace si¢ w badanych parametrach. Niezaleznie od liczby dawek, zastosowanie
kapieli z siarczanem miedzi (II) w dawce 0,003 kg m?® powodowalo wystgpienie

najintensywniejszych zmian morfologicznych.



2. SUMMARY

Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) is the leading species
of Polish aquaculture, as well as one of the most important species of farmed fish
in Europe and globally. The world population is estimated to reach 10 billion by 2050.
To meet the expected nutritional requirements of a growing population, aquatic animal
production must double by 2050,and any increase will have to come from aquaculture
as environmental opportunities are compromised. Diseases are the greatest threat
to the development of this food production sector and increasing climate changes may
increase the risk of their emergence and spread. To minimize the risk of diseases
and the need of fish treatment, it is important to take biosecurity and preventive measures,
which include, inter alia, antiseptic baths. There is scarcity of scientific reports
on the effects of doses of antiseptics on pathomorphology of trout, which are used in
veterinary ichthyopathological practice. There is also a lack of standardized comparative
studies that would allow a proper risk-benefit assessment in terms of health if a decision

must be made to use antiseptic substances in trout farming.

The work aims to determine and compare the effect of single, double, and triple
prophylactic bath treatments with the use of formaldehyde (dose of 0,25 kg m), sodium
chloride (dose of 20 kgm™) and copper (II) sulphate (dose of 0,003 kg m™)
on the pathomorphology of the skin and gills of clinically healthy rainbow trout. Fry of
rainbow trout in number 360, age 0+ with an average weight of 88,87+32,53 g was used
in the experiment. Fragments of skin and gills were sampled from each animal and fixed
in Davidson's fixative. Tissue sections were subjected to standard histopathological
processing and then stained according to two methods: haematoxylin-eosin and Alcian
blue/periodic acid-Schiff reagent. 1 440 slides were evaluated. The work uses semi-
quantitative methods, such as the assessment of condition-related indicators
and the histopathological evaluation with the use of organ reaction indices.

The obtained results showed that a single exposure to formalin at a dose
of 0,25 kg m™, with safety measures in the form of increased aeration in tanks, had no
toxic effect on the skin and had a very weak effect on the morphological image of trout
gills. Formalin toxicity was found to increase with the use of subsequent doses. It has
been shown that a single exposure to sodium chloride at a dose of 20 kg m has stronger

effect on the pathomorphology of the examined trout organs than a single exposure



to formalin, and the difference between effects of these substances
on the pathomorphology of trout skin and gills decreases withthe exposure to the second
and third dose. The study confirmed the toxic effect of sodium chloride to the analysed
organs, manifested in the tested parameters. Regardless of the number of doses, the
application of the bath treatment with copper (1) sulphate in the dose of 0,003 kg m™
resulted in the most intense pathomorphological changes.



3. WPROWADZENIE | PRZEGLAD PISMIENNICTWA

Oczekuje si¢, ze liczba ludno$ci na $wiecie do 2050 r. osiagnie okoto
10 miliardow, zwigkszajac zapotrzebowanie na zywno$¢ o ponad polowe w stosunku
do obecnego (FAOQ, 2017). Tymczasem zmiany wzorcoOw zywieniowych na caltym $wiecie
majg konsekwencje dla zdrowia publicznego i zrownowazonego rozwoju. W miarg jak
systemy produkcyjne staja si¢ coraz bardziej ze sobg potaczone, a zmiany klimatyczne
nasilajg si¢, wzrasta rowniez zagrozenie chorobami odzwierzecymi i przenoszonymi
przez zywno$¢ pochodzenia zwierzgcego (FAO, 2017). W zwiazku z tym zapewnienie
bezpieczenstwa zywnosci jest niezwykle istotne, poniewaz niebezpieczna zywnos$¢ wcigz

pozostaje jedng z gtdéwnych przyczyn chorob i zgondéw ludzi na §wiecie (WHO, 2015).

Ryby i produkty akwakultury (m.in. mig¢czaki, skorupiaki, glony) sa obecnie
uznawane nie tylko za jedne z najzdrowszych pokarméw na naszej planecie, ale takze
za jedne z najmniej szkodliwych dla $rodowiska naturalnego (FAO, 2020). Z tych
powodow akwakultura powinna by¢ bardziej uwzgledniana w krajowych i globalnych
strategiach ~ bezpieczenstwa zywnosciowego, aby zapewni¢ wyeliminowanie

niedozywienia i glodu (FAO, 2020; OIE, 2021).

Swiatowe spozycie ryb i produktow akwakultury wciaz rosnie i obecnie
przekracza 20 kg rocznie na osobe (FAO, 2017). W 2017 r. biatko rybie stanowito 17%
catkowitego spozycia bialek zwierzgcych na swiecie oraz 7% wszystkich spozywanych
biatek. W krajach rozwijajacych si¢, proporcja ta jest znaczaco wyzsza — ryby stanowig
ponad potowe spozywanych biatek zwierzgcych (FAO, 2020). Oczekuje sie, ze rosnacy
$wiatowy trend spozycia ryb utrzyma si¢ wraz ze wzrostem dochodéw i rosnaca
swiadomos$cig konsumentéw, ze ryby i produkty akwakultury moga by¢ zdrowa

alternatywa dla migsa ptakow i ssakow hodowlanych (FAO, 2017).

Jednym z czynnikow najbardziej ograniczajacych dalszy rozwoj akwakultury jest
zdrowotnos$¢ hodowanych zwierzat (FAO, 2020; OIE, 2021). Naktada to na hodowcow
I lekarzy weterynarii konieczno$¢ zapewnienia nie tylko dobrego stanu zdrowotnego
zwierzat (zwlaszcza przez podjecie dzialan profilaktycznych), ale tez utrzymanie
odpowiednich warunkoéw higienicznych na wszystkich etapach produkcji i obrotu,
aby zagwarantowac bezpieczenstwo zywnosci (Brengballe, 2015; Grudniewska i Terech-
Majewska, 2015; Hine i in., 2012; Jennings i in., 2016; Naumowicz, 2017).



3.1. Pstrag teczowy (Oncorhynchus mykiss)
3.1.1. Stanowisko systematyczne

Krolestwo: zwierzeta, Animalia

Typ: strunowce, Chordata

Podtyp: kr¢gowce, Vertebrata

Infratyp: zuchwowce, Gnathostomata

Nadgromada: promienioptetwe, Actinopterygii
Gromada: doskonatokostne, Teleostei

Nadrzad: przedkolcoptetwe, Protacanthopterygii
Rzad: tososioksztattne, Salmoniformes Bleeker, 1859
Rodzina: lososiowate, Salmonidae Rafinesque, 1815
Podrodzina: lososiowce Salmoninae

Rodzaj: Oncorchynchus Suckley, 1861

Gatunek: pstrag teczowy Oncorchynchus mykiss Walbaum, 1792

Pstrag teczowy (Oncorhynchus mykiss - O.m.) zostal pierwotnie nazwany
I opisany przez niemieckiego przyrodnika i taksonoma Johanna Juliusa Walbauma
w 1792 r. na podstawie okazéw pochodzacych z Potwyspu Kamczackiego na Syberii.
Epitet gatunkowy mykiss pochodzi od lokalnej nazwy tej ryby uzywanej przez Czukczow
,mykizha” (Behnke, 2002; Smith i Stearley, 1989). Natomiast nazwa rodzajowa
Oncorhynchus zostata zaproponowana w 1861 r. przez George'a Suckleya, przyrodnika-
chirurga z Pacific Railroad Surveys. Pochodzi od dwoch zlatynizowanych greckich stow
dykog (O6nkos; garb, hak) 1 pdyyoc (thynkhos; pysk) oznaczajacych ,,haczykowaty pysk”,
odnoszac si¢ do haczykowato wygietej zuchwy u samcoéw w okresie tartowym

(ang. kype) (Ryc. 1) (Behnke, 2002; Haugland i in., 2011).



Ryc. 1) Dojrzaty samiec pstrqga czerwonosmugiego (0. m. gairdneri) w okresie tartowym (za Behnke, 2002).



3.1.2. Zmiennos¢ wewngtrzgatunkowa

Pstrag teczowy jako gatunek tworzy dwie formy — wedrowng i osiadta. Wedrowne
pstragi tgczowe (Czasami nazywane pstragiem stalowoglowym, staloglowcem lub
stalowcem, ang. steelhead) sa anadromiczng (morskg) formg pstraga teczowego
przybrzeznego (O. m. irideus) i pstraga czerwonosmugiego z Columbia River
(O. m. gairdneri). Wczesny okres zycia sp¢dzajg w rzece, jako smolty sptywajg do oceanu
gdzie zerujg przez 2-3 lata, po czym wracajg na tarlo do wod stodkich. Stalowcami
czasami sg roOwniez nazywane 0sobniki stodkowodnych podgatunkow pstraga teczowego
introdukowane do Wielkich Jezior i migrujace na tarto w gore doptywow. Forma osiadta
(ang. shasta) caty okres zycia spedza w wodach stodkich (Kendall i in., 2015; McPhee
2007).
O. m. regalis, O. m. kamloops, O. m. stonei, O. m. gairdneri) i wiele populacji lokalnych
(Goryczko, 2000; Kendall, 1988; Needham i Behnke, 1962; Needham i Gard, 1959).

i in., Tworzy ona kilkanascie podgatunkéw (m.in. O. m. gilbertii,

Podgatunki pstraga teczowego mozna podzieli¢ na 5 podgrup zwigzanych
z pierwotnym obszarem wystepowania: typ kamczacki (nomenklatoryczny), formy
przybrzezne, formy czerwonosmugie, pstragi zlociste z Kern River i formy
meksykanskie. Zasigg wystepowania poszczegolnych form i podgatunkéw wymieniono

w Tab. 1, zgodnie z opisem ichtiobiologa Roberta J. Behnke (Behnke, 2002).

Tab. 1) Podgatunki pstraga teczowego (za Behnke, 2002 w modyfikacji wasnej).

Forma Nazwa Nazwa Zasieg
geograficzna potoczna navkowa wystepowania
Typ nomenklatoryczny | pstrqg teczowy 0. m. mykiss Lachodni Pacyfik: Pétwysep Kamczacki i na
kamczacki kamczacki (Walbaum, 1792) wschod od Kamczatki, sporadycznie na
Morzu Ochockim, az do ujScia rzeki Amur.
Formy przybrzezne pstrqg teczowy 0. m. irideuvs Doptywy Oceanu Spokojnego od Wysp
przybrzeiny (Gibbons, 1855) Aleuckich na Alasce na potudnie do
Potudnioweij Kalifornii.
pstrqg Beardslee 0. m. jrideus var. Wyltqcznie w Loke Crescent w  stanie
beardsleei Waszyngton, USA.
(Jordan, 1896)
Formy pstrqg 0. m. gairdnerii Wystepuie w rzece Columbia i jej
czerwonosmygie czerwonosmugi z  (Richardson, 1836) doptywach ~w  stanach  Montang,
Columbia River Waszyngton i Idaho, USA.
pstrqg teczowy 0. m. spp. Wystepuje w gornym biegu rzeki
Athabasca Athabasca w Albercie, Kanada.
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Forma Nazwa Nazwa Zasieg
geograficzna potoczna naukowa wystepowania
Formy pstrag 0. m. stonei Pochodzi z rzeki McCloud, w gornym biegu
czerwonosmugie czerwonosmugiz  (Jordan, 1894) Middle Falls i jej doptywéw w pétnocnej
McCloud River Kalifornii, USA, na potudnie od Mount
Shasta.
pstrag 0. m. spp. Pochodzi z  Sheepheaven  Creek
(zerwonosmugi z w hrabstwie Siskiyou w Kalifornii, USA.
Sheepheaven
Creek
pstrag 0. m. newberrii Pochodzi z  potudniowo-wschodniego
czerwonosmugiz  (Girard, 1859) Oregonu oraz czgsci Kalifornii i Nevady na
Wielkiej Kotliny obrzezach Wielkiej Kotliny, USA.
pstrag z Eagle 0. m. aguilarum Endemiczny dla alkalicznego Eagle Lake w
Lake (Snyder, 1917) hrabstwie Lassen w Kalifornii, USA.
pstrqg teczowy z 0. m. kamlogps Pochodzi z kilku duzych jezior Kolumbii
Kamploops (Jordan, 1892) Brytyjskiej, USA, w  szczegdlnosci
Kamloops Lake i Kootenay Lake.
Pstrqg zfocisty z Kern | pstrag zhocisty, 0. m. aguabonita Pochodzi z Golden Trout Creek (doptyw
River kalifornijski (65T1) rzeki Kern), Volcano Creek (doptyw Golden
pstrag zhocisty (Jordan, 1892) Trout Creek) i South Fork Kern River.
pstrqg teczowy z 0. m. gilberti Endemiczne dla rzeki Kern i jej doplywow
Kern River (6511Q) w hrabstwie Tulare w Kalifornii, USA.
(Jordan, 1894) Obecny  zasieg  jest  drastycznie
zmniejszony w porownaniv z dawnym
zasiegiem. Resztki populacji Zyjq w rzece
Kern powyiej Durrwood Creek, w gornych
potokach Ninemile, Rattlesnake i Osa oraz
prawdopodobnie ~w  gornej  czesc
Peppermint Creek.
pstrqg zhocisty z 0. m. whitei Wystepuje endemicznie dla okoto 100 mil
Little Kern (6512Q) (160 km) rzeki Little Kern (USA) i jej
(Evermann, 1906) doptywdw. Ich obecny zasieg jest
ograniczony do pigciu gornych strumieni w
dorzeczu rzeki Kern (Wet Meadows,
Deadman, Soda Spring, Willow, Sheep and
Fish Creek) oraz wprowadzonej populacji
w Coyote Creek, doptywie rzeki Kern.
Formy meksykariskie | pstrqgteczowyz 0. m. nelsoni Wystepuje w trzech réinych grupach
Baja California, (Evermann, 1908) geograficznych:
pstrqg San Pedro o dorzecza Rio Yaqui, Rio Mayo
Martir, pstrqg i Guzman;
Nelsona

o dorzecze Rio San Lorenzo

i Arroyo la Sidra;

o dorzecze Rio del Presidio.
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Nalezy podkresli¢, ze proponowany podzial jest umowny, poniewaz wsrdd
badaczy tego zagadnienia wcigz nie ma petnego konsensusu (Rasmussen i Taylor, 2009).
Wymieniony w Tab. 1 O. m. irideus var. beardsleei nie jest wiasciwym podgatunkiem,
lecz genetycznie unikalng odmiang przybrzeznego pstraga teczowego tworzaca
endemiczng populacje w jeziorze Lake Crescent. Z Kkolei pstrag Athabasca O. m. spp.
przez Behnke (2002) uwazany jest za form¢ O. m. gairdneri, ale uznany za oddzielny
podgatunek przez biologa Carla i in. (1994) z Ontario Ministry of Resources, Aquatic
Ecosystems Research Section 1 wspotpracownikoéw z pracy opublikowanej w 1994 r.
Hipoteza ta zostala obalona na podstawie badania czgstotliwosci wystepowania alleli
w mikrosatelitarnych loci mitochondrialnego DNA (STR mtDNA) (McCusker i in., 2000;
Tamkee i in., 2010; Taylor i in., 2006). Ponadto formy meksykanskie sg przedmiotem
nowych badan i spodziewane jest znaczne zroznicowanie form w tej grupie (Behnke,

2002).

W migdzynarodowej bazie danych Integrated Taxonomic Information System
(ITIS) wymieniono 8 podgatunkow (http://www.itis.gov dostep 01.03.2021 r.):

- Oncorhynchus mykiss aquilarum (Snyder, 1917) — pstrag z Eagle Lake,

- Oncorhynchus mykiss gairdnerii (Richardson, 1836) — pstrag czerwonosmugi
z Columbia River,

- Oncorhynchus mykiss gilberti (Jordan, 1894) — pstrag ztocisty Kern, pstrag
teczowy z Kern River,

- Oncorhynchus mykiss irideus (Gibbons, 1955) — pstrag teczowy przybrzezny,

- Oncorhynchus mykiss mykiss (Walbaum, 1792) — pstrag teczowy kamczacki,

- Oncorhynchus mykiss nelsoni (Evermann, 1908) — pstrag teczowy z Baja
California, pstrag San Pedro Martir, pstrag Nelsona,

- Oncorhynchus mykiss stonei (Jordan, 1894) — pstrag ztocisty z Sacramento,

- Oncorhynchus mykiss whitei (Evermann, 1906) — pstrag ztocisty z Little Kern.
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3.1.3. Cechy taksonomiczne

3.1.3.1. Morfologia i cechy anatomiczne

Pstraga tgczowego charakteryzujg takie cechy morfologiczne jak:
- ciato bocznie $cie$nione, walcowate, dos¢ dobrze wygrzbiecone,
- duza, silnie uz¢biona jama ggbowa,
- tylny brzeg kosci szczgkowych siggajacy poza tylng krawedz oka,
- homocerkiczna ptetwa ogonowa, umiarkowanie wcigta, z wiekiem wcigcie

wyplyca si¢ (Goryczko, 2000).

Na pierwszym tuku skrzelowym pstrag posiada 16-17 wyrostkow filtracyjnych
(Sp. branch). Ma tuski cykloidalne, drobne, od 115 do 130 w wyraznie widocznej linii
nabocznej. Pletwa tluszczowa (pinna adiposa) jest dobrze wyksztalcona. Pozostate
pletwy posiadajg twarde i migkkie promienie:
- ptetwa grzbietowa - od 3 do 4 promieni twardych i 10-12 promieni migkkich
(D -1V 10-12),
- pletwy piersiowe - 1 promien twardy i 12-17 promieni migkkich (P I 12-17),
- pletwy brzuszne - 1 promien twardy i 8-10 migkkich (V I 8-10),
- pletwa odbytowa - 3 twarde i 9-10 mi¢kkich (A III 9-10).
U podstawy pletw brzusznych wystepujg migsiste wyrostki. Przewod pokarmowy jest
stosunkowo krotki, zotadek w ksztalcie litery ,,U”, silnie umig¢$niony, w dolnej czgséci

posiada liczne wyrostki pyloryczne (Ap. pyl.) - od 27 do 80 (Goryczko, 2000).

3.1.3.2. Ubarwienie

Ubarwienie pstraga tgczowego jest zmienne, zalezy od Srodowiska, wieku 1 plci
osobnika. Przecietnie grzbiet u typu nomenklatorycznego i ryb hodowlanych jest
szarozielononiebieski, z licznymi czarnymi plamkami, wyst¢pujacymi réwniez na
ptetwach: grzbietowej, ogonowej 1 tluszczowej. Wzdhuz linii bocznej biegnie dosé
szeroka, opalizujaca smuga koloru rézowoczerwonego (Ryc. 2). W okresie tarta nabiera
u samcow szczegodlnie intensywnego zabarwienia. U osobnikow miodocianych wystepuja
duze owalne plamy wzdtuz linii nabocznej w liczbie od 5 do 10 zwane znakami

narybkowymi (Ryc. 3) (Goryczko, 2000).
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Ryc. 2) Typowe ubarwienie hodowlanego pstrqga teczowego (Zrédto: https://www.pngkit.com/png/detail /84-
842116_rainbow-trout-png-rainbow-trout.png, dostep 04.03.2021 r.).

Ryc. 3) Narybek pstrqga teczowego z  wyrainie zaznaczonymi  znokami  narybkowymi  (Zrédto:
https://cdn5.nzgeo.com/1970/01 /trout_flock-1600x1065.jpg, autor zdjecia: George Novak, dostep 04.03.2021 r.).

U pstragéw hodowlanych wystepuja mutacje barwne. Najczestsze z nich, dos¢
dobrze zbadane i opisane, to ubarwienie albinotyczne (Ryc. 4), ksantoforyczne zwane
palomino (Ryc. 5 i Ryc. 6), stalowoniebieskie zwane kobaltowym (Ryc. 7) oraz
cetkowane zwane leopardzim lub appaloosa (Ryc. 8) (Blanc i in., 2006; Colihueque,
2010; Goryczko, 2000; Hattori i in., 2020).
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Ryc. 4) Ubarwienie pstrqga hodowlanego typu albinotycznego (Irédto:
https://live.staticflickr.com/5014/5424066807_37908c69d9_h.jpg, dostep 04.03.2021 r.).

Ryc. 5) Ubarwienie pstrqga  hodowlanego typu palomino  (Zrodto:  hitps://9b16f79ca967d0708d1-
2713572fef440049ec323e813b06d2d9.ssl.cf2.rackcdn.com/1140x_a10-7_cTC/TROUTgolden2-jpg-1536773859.jpg,
dostgp 04.03.2021 r.).
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Ryc. 6) Ubarwienie pstrqga hodowlanego typu palomino (Irédto:
https://i.ytimg.com/vi/Coesq3R9aR8/maxresdefault.jpg, dostep 04.03.2021 r.).

Ryc. 7) Ubarwienie pstrqga hodowlanego typu kobaltowego/niebieskiego (Irédto:
http://www.nortonfishery.com/images/VickBlueTrout.jpg, dostep 04.03.2021 r.).
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Ryc. 8) Ubarwienie pstrqga typu cetkowanego/appaloosa (Zrddto:  hitps://www.ramblingangler.com/wp-
content/uploads/2018/08/fishing-Alaska-Rainbow-Trout-web-e1595100911587.png, dostep 04.03.2021 r.).
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3.1.4. Zasieg wystepowania

Zasigg naturalnego wystgpowania pstraga teczowego (Ryc. 9) obejmuje
zachodnig cz¢§¢ Ameryki Potnocnej od rzeki Kuskokwim (Alaska, 61° szer. geogr.),

az po dorzecze Del Presidio (Meksyk, 24° szer. geogr.) (Needham i Gard, 1959;
Stankovi¢ i in., 2015).

Ryc. 9) Zasigg naturalnego wystgpowania pstrqga teczowego, na skali zaznaczono relatywne prawdopodobieiistwo
wystgpowania (Zrodto: Computer generated distribution maps for Oncorhynchus mykiss (Rainbow trout),
www.aquamaps.org, version 10/2019, dostep 15.01 2021 r.).

Obecnie pstrag teczowy jest najszerzej rozpowszechniong na $wiecie
introdukowang ryba lososiowata i ogdlnie jednym z najbardziej rozpowszechnionych
gatunkow introdukowanych (Crawford i Muir, 2008). Od czasu pierwszej translokacji
poza zasieg naturalnego wystepowania pstrag teczowy zostal wprowadzony
do co najmniej 99 krajow i utworzyt stabilne populacje w wielu r6znych czgsciach Swiata
(Ryc. 10) (Stankovic i in., 2015).
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Ryc. 10) Wystepowanie pstrqga teczowego wedlug krajow, z wyrdznieniem obszaréw rodzimych i introdukowanych
(za Muhlfeld i in., 2019).

Pstrag teczowy obecnie wystepuje na wschod od Wododziatu kontynentalnego
Ameryki w zlewni Pacyfiku, od dorzecza rzeki Kuskokwim na Alasce do dorzecza rzeki
Otay w Kalifornii, USA. Szeroko wprowadzony i aklimatyzowany w Kanadzie i USA,
w tym w zlewniach Arktyki, Atlantyku, Wielkich Jezior, rzeki Missisipi i Rio Grande
oraz w innych miejscach na $wiecie (Page i Burr, 2011). Wystepuje w obszarze
Wschodniego Pacyfiku na Potwyspie Kamczackim, zostat tez zaobserwowany w okolicy
Wysp Komandorskich na wschod od Kamczatki 1 sporadycznie na Morzu Ochockim
az do ujscia rzeki Amur wzdhuiz kontynentu. Osobniki znajdujace si¢ poza Kamczatka
prawdopodobnie nalezag do migrujacych Iub bladzacych staloglowcow typu
nomenklatorycznego, nie tworzac lokalnej populacji (Behnke, 1992; McPhee i in., 2007).

Mimo celowej antropogenicznej introdukcji w celach hodowlanych, kulturowych
i rekreacyjnych, w skali §wiatowej pstrag teczowy jest uznawany za gatunek inwazyjny
wywierajacy silng presj¢ na rodzime gatunki ryb, zwlaszcza tososiowatych (Muhlfeld

i in., 2019).
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3.1.5. Biologia

Pstrag teczowy jest rybg reofilng, ktorej naturalne siedlisko stanowig wartkie rzeki
oraz potoki z czysta, chtodng i dobrze natleniong woda, o zwirowym lub kamienistym
dnie. Zaliczany jest do grupy rozrodczej ryb litofilnych, samice kopia gniazda wsroéd
zwiru lub kamieni, do ktorych sktadajg lekko kleistg zottopomaranczowg ikre (Ryc. 11).
Embrionalna, larwalna i narybkowa faza ontogenezy (Ryc. 12) przebiega w miejscu
ztozenia ikry, pozniejsza cze$¢ cyklu zyciowego az do czasu rozrodu odbywa si¢
w rzekach, jeziorach lub wodach morskich, w zaleznosci od populacji i podgatunku
(Behnke, 2002; Goryczko, 2000; Kendall i in., 2015). W warunkach naturalnych tarto
przebiega od pazdziernika do maja. Plodno$¢ samicy wynosi okoto 1500 jaj na 1 kg jej
masy. Samce osiagaja dojrzatos$¢ plciowa juz w pierwszym roku zycia, samice gldwnie
po 3 roku (Goryczko, 2008a; Guziur i Goryczko, 2003). Pstrag teczowy jest ryba
drapiezng — mlodociane osobniki zywig si¢ gtdéwnie rzeczng faung denna, starsze zas,
zyjace w jeziorach lub wodach morskich, zjadaja ryby (Behnke, 2002; Goryczko, 2008a).

W pierwszym roku zycia przyrosty zwykle wynosza 5-18 cm, a w trzecim roku zycia

calkowita dtugos¢ ciata dochodzi nawet do 80 cm (Goryczko, 2008a).

Ryc. 11) Ziarno ikry pstrqga teczowego, widoczne krople tuszczowe woreczka iéltkowego (Zrddto:
https://cdn6.nzgeo.com/1970/01/117_troutegg_header-2000x1330.jpg, autor zdjecia: George Novak, dostep
04.03.2021 r.).
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Ryc. 12) Poczgtkowe stadia ontogenetyczne pstrqga teczowego (Zrodto:
https://cdn5.nzgeo.com/2012/09/trout_infographic-867x1300.jpg autor zdjgcia: George Novak, dostep 04.03.2021 r.).




3.1.6. Warunki hodowli

Zasadniczym celem obiektu hodowlanego przeznaczonego do hodowli i chowu
pstraga teczowego jest uzyskanie duzej masy ryb przy mozliwie niskich kosztach
amortyzacji i produkcji. Typowy obiekt pstragowy sktada si¢ najczgsciej z wylggarni,
wyposazonej w aparaty do inkubacji ikry o poziomym przeptywie wody (typu
kalifornijskiego, dtugostrumieniowe lub szafkowe) wraz z podchowalnikami (basenami

narybkowymi), stawow, magazynu, chtodni i przyrzadzalni pasz (Goryczko, 2008b).

Pstrag teczowy nie rozmnaza si¢ spontanicznie w hodowli, w zwigzku z czym
rozrod przeprowadza si¢ w sposob kontrolowany. Uproszczony schemat petnego cyklu
hodowlanego zostat przedstawiony na Ryc. 13. Wyselekcjonowane w wieku dwoch lat
samce i samice tworzg stado tartowe. Gamety zenskie pobierane sg manualnie od samic,
ktore osiagng dojrzatos¢ ptciows, czyli wieku 3-4 lat i mieszane na sucho z nasieniem
pobranym od dojrzatych samcow. Do zaptodnienia dochodzi po aktywacji woda. Okres
inkubacji ikry wynosi przecig¢tnie 370°D, a optymalna temperatura inkubacji wynosi 7°C,
przy czym dopuszczalny zakres temperatury inkubacji i podchowu wynosi 4-12°C.
Larwy po wykluciu si¢ posiadaja woreczek zottkowy, stanowigcy zapas pokarmu
endogennego i dopiero po kilku dobach rozpoczynajg pobieranie pokarmu egzogennego.
Nastepnie przenoszone s3 do basendéw podchowowych (Ryc. 13), skad trafiaja do

wlasciwych stawow.

Wspolczesne stawy pstragowe charakteryzuja si¢ znacznym przeptywem wody
przy stosunkowo matych powierzchniach i glebokosci nie przekraczajacej 1,5 m.
Wielko$¢ najczesciej spotykanych stawdéw w Polsce uzalezniona jest od ich
przeznaczenia w cyklu hodowlanym i warunkow terenowych (Goryczko, 2008b).
Najczgsciej wystgpujace w gospodarstwach s3 stawy o wydluzonym ksztalcie
prostokatnym, zarowno ziemne (tzw. typu dunskiego, relatywnie krotkie), jak i betonowe,
czgsto typu torowego (ang. raceways, majace dlugos¢ kilkudziesigciu metrow).
Spotykane sg tez okragle stawy rotacyjne, zazwyczaj wykonane z tworzyw sztucznych
lub betonu. Woda przeptywajaca przez stawy moze przeplywac¢ przez nie jednokrotnie,
tzw. system przeptywowy (ang. flow-through) lub by¢ wykorzystywana kilkukrotnie,
krazac w systemie zwrotnego obiegu wody, tzw. RAS.
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Ryc. 13) Uproszczony schemat cyklu hodowlanego (za Pajdak-Czaus, 2020).

W gospodarstwach pstragowych przeptyw wody w stawach musi odzwierciedla¢
warunki reofilne i dostarczaé¢ wode o natlenieniu wyzszym niz 5 mg dm= i saturacji
powyzej 60%. Oznacza to przeptyw wody okoto 10-40 dm3 min? w podchowalnikach,
w stawach hodowlanych podhuznych 0,1 dm®s™® na 1 kg masy pstragéw, w stawach
rotacyjnych 1 dm? min™t. Optymalna temperatura wody w hodowli wynosi 13-18°C,
latem nie powinna przekracza¢ 20°C. Preferowane pH powinno zawierac si¢ w granicach
6,5-8,2 (optimum pH 7,5) , a zdolnosé¢ wiazania kwaséw powinna byé nizsza od 3,6 cm?
HCI. Wigksza zawarto§¢ magnezu i siarczkow jest niedopuszczalna. Dodatkowe
wymagane parametry wody to:

- BZT5do 4 mgdm?,

- utlenialno$é do 15 mg dm,

- sucha pozostatos¢ do 300 mg dm,

- twardo$¢ 15°N,

- zawarto$¢ amoniaku do 0,3 mg dm,

- zawarto$¢ wolnego dwutlenku wegla do 5 mg dm™ (Goryczko, 2008a).
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3.1.7. Znaczenie gospodarcze

W 2018 r. calkowite §wiatowe potowy i produkcja akwakultury osiggnety
najwyzszy od 10 lat poziom, odpowiednio potowy 97 min ton, a produkcja akwakultury
115 min ton (EUMOFA, 2020), z czego ogolnie 156 milionow ton zostato
przeznaczonych do spozycia przez ludzi, co odpowiada szacowanej podazy rocznej
wynoszacej 20,5 kg na osobe (FAO, 2020). W 2018 r. swiatowa produkcja akwakultury
osiggneta 82,1 miliona ton zwierzat, 32,4 miliona ton glonéw wodnych i 26 000 ton
ozdobnych muszli i peret. Warto§¢ produkcji zwierzecej w akwakulturze wynosita
250 mld USD, a wsrod hodowanych zwierzat dominowaty ryby (54,3 min ton - 47 min
ton z akwakultury $rodladowej 1 7,3 miln ton z akwakultury morskiej 1 przybrzeznej),
drugie w wielkoéci produkcji byly migczaki, glownie matze, (17,7 min ton)
oraz skorupiaki (9,4 min ton) (FAO, 2020). Wzajemne proporcje zostaly przedstawione
na Ryc. 14.

Catkowite Swiatowe potowy i produkejo akwakultury

Ryc. 14) Catkowite Swiatowe potowy i produkcja akwakultury w 2018 r. (opracowanie wtasne na podstawie danych:
EUMOFA, 2020; FAO, 2020).

24



Pstrag tgczowy jest pigtnasta najcze$ciej hodowang ryba na $wiecie, a jego
calkowita swiatowa hodowla w 2018 r. wyniosta 848,1 tysiecy ton (Ryc. 15), i stanowita
1,6% catkowitej warto$ci swiatowej produkcji rybnej (FAO, 2020). W latach 2009-2018
$wiatowa produkcja akwakultury pstraga teczowego wzrosta o 13%. Krajami
osiggajacymi najwyzszg produkcje na $wiecie (stan na 2018 r.) sg Iran (180 000 t) i Turcja
(112 000 t), ktore znacznie zwigkszyly swoja produkcje w ciggu ostatnich dziesigciu lat
(odpowiednio o 144% i 39%). Kolejne kraje w kolejnosci wielkosci produkceji to Chile
(78 000 t), Norwegia (68 000 t) i Peru (55 000 t) (EUMOFA, 2019).

Swiatowa i europejska produkcja akwakultury pstrqga teczowego (t) 1950-2016
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Ryc. 15) Swiatowa i europejska produkcja akwakultury pstrqga teczowego (w tonach) w latach 1950-2016 (opracowanie
whasne na podstawie danych: FAO, 2020).

W 2018 r. w krajach Unii Europejskiej (UE) wyhodowano sumarycznie 20%
swiatowej produkcji akwakultury pstraga teczowego, co oznacza 187 858 ton o wartos$ci
668 milioné6w Euro. W poréwnaniu do 2017 r. catkowita wielkos¢ produkcji pstraga
teczowego w UE zmniejszyta si¢ o 4% w wielko$ci i 3% w wartosci. Przecietna cena
wzrosta z 3,53 EUR/kg do 3,55 EUR/kg, osiaggajac najwyzszg warto$¢ w ciggu ostatniej
dekady. Ponad potowa pstraga teczowego w UE hodowana jest we Wtoszech, Danii,
Francji oraz Polsce (Ryc. 16), ktore w 2018 r. miaty udziat odpowiednio 17%, 15%, 13%
I 8% catkowitej produkcji UE (EUMOFA, 2019, 2020). W 2017 r. pstrag tgczowy byt
czternastym najchgtniej spozywanym w Unii Europejskiej gatunkiem (EUMOFA, 2019),
a konsumpcja per capita w krajach EU w 2018 r. wyniosta 0,42 kg ekwiwalentu zywej
wagi (EUMOFA, 2020).
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Ryc. 16) Produkcja akwakultury pstrqga teczowego w krajach Unii Europejskiej (w tonach) w latach 1999-2018
(opracowanie wtasne na podstawie danych: FAQ, 2020).

Akwakultura pstraga tgczowego wcigz si¢ rozwija, a Polska stata si¢ jednym

z najwazniejszych rynkéw zbytu porcjowanego pstraga teczowego (250-400 @)

(EUMOFA, 2017). Od 2015 r. pstrag teczowy jest wiodagcym gatunkiem polskiej

akwakultury, wyprzedzajac karpia oraz inne gatunki (Ryc. 17) (FEAP, 2020).

50000
45000
40000
35000
30000
25000

Produkcja (1)

20000
15000
10000

5000

2014

2015

Udziat gatunkéw akwakultury w Polsce

2016

2017

2018

2019

m Wegorz europejski
® Sum europejski
Totpyga biata
o [nne (w tym lin, okon, sandacz, ptoc)
B Sum afrykanski
B Amur biaty
| Jesiotrowate
M Tolpyga pstra
Karp

| Pstrqg teczowy

Ryc. 17) Udziat poszczegolnych gatunkdw hodowlanych w produkeji akwakultury (w tonach) w Polsce w latach 2014-2019
(opracowanie wtasne na podstawie danych: FEAP, 2020).
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W 2016 r. w Polsce zarejestrowanych byto okoto 160 gospodarstw akwakultury
prowadzacych intensywng hodowle pstraga teczowego. Najwazniejsze obszary
hodowlane potozone sg w pasmie przybrzeznym Battyku, gdzie koncentruje si¢ okoto
70% krajowej produkcji (Ryc. 18). Gospodarstwa produkujace ponad 100 ton pstraga
teczowego rocznie maja najwicksze znaczenie dla catkowitej wielkosci produkcji
w Polsce, pokrywajac okolo 86% catkowitej produkcji krajowej. Najwieksze z nich
produkujg powyzej 500 ton rocznie, w 2016 r. takich gospodarstw bylo 4 (EUMOFA,
2017).

Rozwdj hodowli pstraga teczowego w Polsce wynika glownie ze wzrostu spozycia
pstraga porcyjnego przez polskich konsumentéw, co jest spowodowane nie tylko
ogélnym wzrostem spozycia ryb, ale przede wszystkim efektami intensywnych
1 powtarzajacych si¢ dzialan promocyjnych (2011-2014), dzigki ktorym udalo si¢
wypracowaé pozytywny wizerunek pstraga jako ryby hodowanej lokalnie, przyjaznej dla

srodowiska i majacej whasciwosci prozdrowotne (EUMOFA, 2017).

Produkcja pstrqga teczowego (1) w 2016 r. wedlug wojewddztw

N

Wielkos¢ produkgji (t)

8196
379
4103,5
20
11
42 384 5
64
238
25
34 139
402
288 1
Obslugiwane przez ustuge Bing
© GeoNames, Microsoft

Ryc. 18) Wielkos¢ produkeiji pstrqga teczowego (w tonach) w 2016 r. wedlug wojewddztw (opracowanie wlasne, na
podstawie danych: EUMOFA, 2017).
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3.2. Kgpiele profilaktyczne w gospodarce rybackiej

Jednym z najbardziej istotnych elementéw wydajnej, optacalnej i zrownowazonej
akwakultury jest zdrowie ryb (Bondad-Reantaso i Subasinghe, 2008; Jennings i in.,
2016), poniewaz choroby zwierzat wodnych nalezg do najpowazniejszych ograniczen
ekspansji 1 rozwoju zrownowazonej akwakultury (FAO, 2020). Szacuje si¢, ze mniej
wigcej co trzy do pigciu lat w $Swiatowe] akwakulturze pojawia si¢ wczesniej
nieobserwowany patogen, ktory powoduje nowa 1 nieznang chorobe, szybko
rozprzestrzeniajgcy sie, w tym transgranicznie, powodujac powazne konsekwencje
spoteczno-gospodarcze (Bondad-Reantaso i Subasinghe, 2008). Wprowadzenie
1 rozprzestrzenianie si¢ wielu z tych patogenéw w roznych regionach $wiata jest jednym
ze skutkow globalizacji handlu. Inne czynniki odpowiedzialne za obecne problemy
zdrowotne w sektorze akwakultury obejmuja: intensyfikacje akwakultury; rozwéj handlu
rybami ozdobnymi; przeksztatcenia obszaréw morskich i przybrzeznych poprzez
zarybianie zwierzgtami hodowlanymi; niezrozumienie i niewtasciwe wykorzystanie stad
wolnych od okreslonych patogenéow (SPF); nieprzewidziane interakcje migdzy
populacjami ryb hodowlanych i dzikich; mata $wiadomosc¢ pojawiajacych si¢ chorob oraz
zmiany klimatyczne. Oprocz przedstawionych przyczyn, wysokie miejsce wsrod
czynnikow powodujacych znaczne straty zwigzane z chorobami zwierzat akwakultury
w skali globalnej zajmuja niewystarczajace lub zle wdrozone srodki bezpieczenstwa

biologicznego (Bondad-Reantaso i Subasinghe, 2008; Tompkins i Wilson, 1998).

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego 1 Rady (UE) 2016/429 z dnia 9 marca
2016 r. w sprawie przeno$nych chordb zwierzat oraz zmieniajace i uchylajace niektore
akty w dziedzinie zdrowia zwierzat (,,Prawo o zdrowiu zwierzat”) (Dz. U. UE. L.
z 2016 r. Nr 84, str. 1 z poézn. zm.) kladzie nacisk przede wszystkim na dziatania
bioasekuracyjne i profilaktyczne, aby ograniczy¢ do minimum ryzyko wystapienia
chor6éb i konieczno$¢ ich leczenia (Dale, 2019; Olesen, 2019). Dziatania te powinny
stanowi¢ uzupelnienie obligatoryjnego Planu Nadzoru, by¢ dopasowane do
indywidualnych potrzeb w danym gospodarstwie akwakultury, tworzac plan zarzadzania
zdrowiem. Plan powinien powsta¢ w $cislej wspolpracy z lekarzem weterynarii

swiadczacym ustugi w danym gospodarstwie.

Bioasekuracja oznacza profilaktyke nieswoista 1 odnosi si¢ do szeregu procedur

1 praktyk zapobiegajacych badz ograniczajacych ekspozycje stada na czynniki
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chorobotworcze (Hine i in., 2012; Naumowicz, 2017; Noga, 2010; Scarfe i in., 2006;
Scarfe i Pali¢, 2020). Zgodnie z punktem 43 objasnienia do Rozporzadzenia Parlamentu
Europejskiego i Rady (UE) 2016/429 z dnia 9 marca 2016 r. w sprawie przeno$nych
chorob zwierzat oraz zmieniajacego i1 uchylajacego niektére akty w dziedzinie zdrowia
zwierzat (,,Prawo o zdrowiu zwierzat”) (Dz. U. UE. L. 22016 r. Nr 84, str. 1 z pdzn. zm.):
,Bioasekuracja jest jednym z glownych narzedzi zapobiegania chorobom, jakimi
dysponuja podmioty i inne osoby pracujace ze zwierzetami, stuzagcym do zapobiegania
wprowadzaniu przeno$nych chordb zwierzat do populacji zwierzat, rozwojowi tych
choréb w tej populacji i ich rozprzestrzenianiu si¢”. Przez bioasekuracje nalezy zatem
rozumie¢ wszelkie restrykcje higieniczne, program profilaktyczny, sposoby leczenia
zwierzat, monitorowanie stada i skuteczno$¢ dezynfekcji (Naumowicz, 2017; Scarfe
i Pali¢, 2020). Skuteczna bioasekuracja moze réwniez wykluczy¢é lub zmniejszyé
rozprzestrzenianie si¢ patogenéw endemicznych w rejonie gospodarstwa, ktore jeszcze
nie zostalo nimi skazone (Assefa i Abunna, 2018; Noga, 2010). Ponadto bioasekuracja
jest niezmiernie istotna w zapobieganiu ucieczce patogenow z gospodarstw dotknigtych
chorobg i ich przedostawaniu si¢ do populacji dzikich, badz tez sgsiednich gospodarstw

(Naumowicz i Terech-Majewska, 2019; Noga, 2010; Pali¢ i in., 2015; Scarfe i in., 2006).

Poprzez dezynfekcje rozumie si¢ niszczenie zywych i przetrwalnikowych form
szkodliwych mikroorganizméw, przenoszonych przez rdéznorodne wektory, oraz
uniemozliwienie ich wtérnego rozwoju na roéznych powierzchniach i przedmiotach
(Boothe, 1998; McDonnell i Russell, 1999; Naumowicz i Terech-Majewska, 2019; Noga,
2010; Terech-Majewska i in., 2010; Treves-Brown, 2000). Z kolei antyseptyka (gr. évti
— przeciw, gr. onmtikdg — gnicie, dostownie: zapobieganie gniciu) — 0znhacza
postepowanie odkazajace, majace na celu ograniczenie liczebnosci lub catkowite
zniszczenie drobnoustrojow na zywych tkankach, najczesciej skorze, btonach sluzowych,
lub w zakazonych ranach (Boothe, 1998; McDonnell i Russell, 1999; Naumowicz
I Terech-Majewska, 2019; Treves-Brown, 2000). W akwakulturze o antyseptykach
mozna mowi¢ gtdwnie w odniesieniu do substancji podawanych w wodzie, stosowanych
profilaktycznie i leczniczo, na wszystkich etapach hodowlanych (inkubacja ikry,
podchow larw i narybku, tucz, czy utrzymywanie stad tarfowych) (Naumowicz, 2017,
Naumowicz i Terech-Majewska, 2019; Noga, 2010).

Podanie substancji do wody obok podania doustnego per os (p.0.) i w iniekcji

Iniectio nalezy do gléwnych sposobow podania lekéw u ryb (Noga, 2010). Ze wzgledu
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na wyrazne zalety, takie jak brak stresu i latwos$¢ stosowania, podanie do wody jest

najpowszechniejsza metoda leczenia ryb. W zaleznos$ci od osigganego st¢zenia substancji

1 czasu ekspozycji wyroznia si¢ kilka technik podania do wody, do ktorych naleza

(w kolejnosci od najwyzszego stezenia przy najkrotszym czasie ekspozycji) (Noga,

2010):

kapiel w malej ilosci wody,
kapiel w klatkach hodowlanych,
metoda ptukania,

metoda statego przeptywu,

metoda przedtuzonej immersji.

W literaturze polskojezycznej przyjeto sie zwyczajowo wszystkie wymienione

metody okresla¢ wspolnym mianem kapieli. Praktycznie wszystkie $rodki podawane

do wody dziatajg jako antyseptyki (wyjatek stanowig antybiotyki i kilka $rodkow

przeciwrobaczych), niespecyficznie zabijajac powierzchniowe patogeny skory i skrzeli,

w tym pasozyty, bakterie i ple$nie wodne (Naumowicz, 2017; Naumowicz i Terech-

Majewska, 2019). Popularne $rodki antyseptyczne wykorzystywane w polskiej

akwakulturze zebrano w Tab. 2.

Podczas przeprowadzania profilaktycznych i leczniczych kapieli antyseptycznych

nalezy przestrzegaé nastepujacych zasad, opisanych w pracy Grudniewskiej i Terech-
Majewskiej (2015):

wstrzymac zywienie obsady na minimum 24 godziny przed zabiegiem,

roztwory przygotowywa¢ w naczyniach nie wchodzacych w reakcje z uzywanym
srodkiem,

dostosowa¢ dawke do rzeczywistego przeptywu i objetosci wody, a obliczenia
sprawdzi¢ przynajmniej dwukrotnie,

przestrzega¢ podanych dawek i czasu stosowania srodkow,

latem kapiele przeprowadza¢ przy najnizszej temperaturze wody (rano),

przed zastosowaniem po raz pierwszy nowego Srodka przeprowadzi¢ wstgpng
probe na matej partii ryb,

w czasie przeprowadzania kapieli bacznie obserwowa¢ zachowanie ryb,
a po zauwazeniu niepokojacych objawdéw natychmiast zwigkszy¢ doptyw wody
1 zastosowac¢ napowietrzanie/natlenianie,

kapiel mozna powtdrzy¢ dopiero po uptywie 24 godzin.
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Tab. 2) Popularne $rodki antyseptyczne w kqpielach profilaktycznych i leczniczych (za Terech-Majewska i in., 2010,

w modyfikacji wasnej).

Czas trwania

Substancja Koncentracja kapieli Wskazania Grupa docelowa
Chlorek sodu 2gm’ 10 godz. pasozyty wszystkie gatunki
zewnegfrzne
1-1,5% 1 godz. pasoiyty ryby karpiowate
zewngfrzne
2,5-3% 1 godz. pasoiyty ryby tososiowate
zewnegfrzne
Jodofory 4-3ml I 3-6 min bakterie, wirusy, ikra zaptodniona
(np. Actomar K 30) grzyby
S5mll 3-6 min hakterie, wirusy, ikra zaoczkowana
grzyby
Nadweglan sodowy 50gm? 30 mindo 1 godz.  kostioza wyleg pstrqga
(np. Oxyper, Biocare, spc) codziennie przez 4 teczowego
dni
50-70 g m* 30 min trzykrotnie  kulorzgsek narybek pstrqga
co drugi dzien teczowego
100g m* 20-30 min co drugi  bakterie, grzyby ikra pstrqga
dzien teczowego
Bronopol (np. Pyceze) 50-75mg I 30 min codziennie  bakterie, grzyby ikra pstrqga
lub co drugi dzien teczowego
Kwasne preparaty 0,04-0,06% 20-30 min co drugi  bakterie, wirusy, ikra pstrqga
dezynfekcyjne dzien grzyby teczowego
(np. CIP, Oxim, Steridial) 10-20 ml m’*® 10-30 min dwu lub  bakterie, grzyhy, narybek pstrqga
trzykrotnie w niektore pasozyty  teczowego
tygodniu
Chloramina T 2520 mg I od 15 min do 1 bakterie wirusy, wyleg, narybek i
pH wody 6,0-8,0 godz. niektére pasoiyty  ryba handlowa
Siarczan miedzi 1:200 1-2 min bakterie, pasozyty, ryby tososiowate
grzyby, glony
1:2000 1-2 min bakterie, pasozyty, wszystkie gatunki
grzyby, glony
1:10000 30 min bakterie, pasozyty, wszystkie gatunki
grzyby, glony
Formalina 15mlm? 24 godz. w cigglym  pasoiyty ryby tososiowate
przeplywie zewngtrzne
1-2ml ! do 15 min saprolegnioza ikra
0,23 ml " do 60 min saprolegnioza ikra
125-250 ml m* 60 min powtérzone pasoiyty starsze grupy
dwu lub zewngtrzne wiekowe
trzykrotnie
250-330 ml m* 30 min co drugi pasoiyty ikra, wyleg,
dzien zewnegtrzne starsze grupy
wiekowe
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3.2.1. Regulacje prawne stosowania kqpieli profilaktycznych

Stosowanie $rodkow do kapieli profilaktycznych i leczniczych w gospodarstwach

akwakultury jest regulowane przede wszystkim przez nastepujgce akty prawne:

Rozporzadzenie Komisji (UE) nr 37/2010 z dnia 22 grudnia 2009 r. w sprawie
substancji farmakologicznie czynnych i ich klasyfikacji w odniesieniu do
maksymalnych limitow pozostatosci w $rodkach spozywczych pochodzenia
zwierzgcego (Dz. U. UE. L. 22010 r. Nr 15, str. 1 z p6zn. zm.);

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2019/6 z dnia 11 grudnia
2018 r. w sprawie weterynaryjnych produktéw leczniczych 1 uchylajace
dyrektywe 2001/82/WE (Dz. U. UE. L. z 2019 r. Nr 4, str. 43);

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 470/2009 z dnia
6 maja 2009 r. ustanawiajace wspolnotowe procedury okreslania maksymalnych
limitow pozostato$ci substancji farmakologicznie czynnych w s$rodkach
spozywczych pochodzenia zwierzecego oraz uchylajace rozporzadzenie Rady
(EWG) nr 2377/90 oraz zmieniajace dyrektywe 2001/82/WE Parlamentu
Europejskiego 1 Rady 1 rozporzadzenie (WE) nr 726/2004 Parlamentu
Europejskiego i Rady (Dz. U. UE. L. z 2009 r. Nr 152, str. 11);

Rozporzadzenie Komisji (UE) 2017/880 z dnia 23 maja 2017 r. ustanawiajace
zasady stosowania maksymalnego limitu pozostatosci ustalonego dla substancji
farmakologicznie czynnej w danym srodku spozywczym w odniesieniu do innego
srodka spozywczego uzyskanego z tego samego gatunku oraz stosowania
maksymalnego limitu pozostatosci ustalonego dla substancji farmakologicznie
czynnej u jednego gatunku lub wigkszej ich liczby w odniesieniu do innych
gatunkow, zgodnie z rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego 1 Rady (WE)
nr 470/2009 (Dz. U. UE. L. z 2017 r. Nr 135, str. 1);

Ustawa z dnia 6 wrze$nia 2001 r. Prawo farmaceutyczne (t.j. Dz. U. z 2017 r.
poz. 2211 z p6zn. zm.);

Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 4 czerwca 2008 r.
w sprawie kategorii stosowania produktu leczniczego weterynaryjnego oraz
kryteriow zaliczania produktu leczniczego weterynaryjnego do poszczegdlnych
kategorii stosowania i dostepnosci (Dz. U. Nr 107, poz. 683);

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 27 listopada 2008 r. w sprawie sposobu

postepowania przy stosowaniu produktow leczniczych, w sytuacji gdy brak jest
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odpowiedniego produktu leczniczego weterynaryjnego dopuszczonego do obrotu
dla danego gatunku zwierzat (Dz. U. Nr 217, poz. 1388);

e Ustawa z dnia 27 kwietnia 2001 r. Prawo ochrony §rodowiska (Dz. U. z 2018 r.
poz. 799 z pdzn. zm.);

e Rozporzadzenie Ministra Gospodarki Morskiej i Zeglugi Srodladowej z dnia
12 lipca 2019 r. w sprawie substancji szczegdlnie szkodliwych dla §rodowiska
wodnego oraz warunkow, jakie nalezy spetni¢ przy wprowadzaniu do wod lub do
ziemi $ciekow, a takze przy odprowadzaniu wod opadowych lub roztopowych do

wod lub do urzadzen wodnych (Dz. U. poz. 1311).

Dotychczas Rozporzadzenie Rady (EWG) nr 2377/90 z dnia 26 czerwca 1990 r.
ustanawialo wspolnotowg procedur¢ dla okreslania maksymalnego limitu pozostatosci
weterynaryjnych produktow leczniczych w $rodkach spozywczych pochodzenia
zwierzecego. Produkty byly zebrane w czterech zalacznikach. Zatacznik 1 obejmowat
substancje, dla ktorych okre§lono maksymalny limit pozostato$ci, zalacznik II obejmowat
substancje, dla ktorych okreslenie maksymalnego limitu pozostatosci nie byto konieczne,
zalacznik III obejmowatl substancje, dla ktorych okreslono tymczasowy maksymalny
limit pozostatosci, a zatacznik IV obejmowat substancje, dla ktérych nie mozna okresli¢
maksymalnego limitu pozostato$ci, poniewaz pozostato$ci tych substancji w kazdej ilosci

stanowig zagrozenie dla zdrowia ludzkiego.

W celu ufatwienia stosowania wszystkie substancje farmakologicznie czynne
zebrano w Rozporzadzeniu Komisji (UE) nr 37/2010 z dnia 22 grudnia 2009 r. w sprawie
substancji farmakologicznie czynnych i ich klasyfikacji w odniesieniu do maksymalnych
limitéw pozostatosci w §rodkach spozywczych pochodzenia zwierzecego 1 zestawiono
w jednym zataczniku w porzadku alfabetycznym, ktore obejmuje aktualnie dwie osobne
tabele: jedng dla dozwolonych substancji wymienionych w zatacznikach I, II 1 III
do rozporzadzenia (EWG) nr 2377/90 1 jedng dla substancji zakazanych, wymienionych
w zalaczniku IV do tego rozporzadzenia. Nalezy podkresli¢, ze bezposredni kontakt
z tkankami ryb przeznaczonych do spozycia moga mie¢ tylko i wylacznie produkty
lecznicze (w tym wykorzystywane jako antyseptyki) zawierajace substancje aktywne
znajdujace si¢ wlasnie w Tabeli ,,Substancje dozwolone” zalacznika pt. ,,Substancje
farmakologicznie czynne i ich klasyfikacja w odniesieniu do maksymalnych limitow
pozostatosci (MLP) Rozporzadzenia Komisji (UE) nr 37/2010 z dnia 22 grudnia 2009 r.

w sprawie substancji farmakologicznie czynnych i ich klasyfikacji w odniesieniu do
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maksymalnych limitbw pozostalosci w $rodkach spozywczych pochodzenia
zwierzgcego, ktorej fragment w odniesieniu do chlorku sodu, formaldehydu oraz
siarczanu miedzi zostal przedstawiony w pracy jako Tab. 3. Uzycie substancji spoza tej
tabeli jest niedozwolone i wigze si¢ z ryzykiem konsumentéw (Naumowicz i Terech-
Majewska, 2019).

Tab. 3) Dozwolone substancje farmakologicznie czynne i ich klasyfikacja w odniesieniv do maksymalnych limitow
pozostato$ci (MLP).

Substancja  Pozostalos¢  Gatunki mLp Tkanki Inne przepisy Klasyfikacja
farmakologicznie znacznikowa zwierzqt docelowe (na podstawie terapeutyczna
czynna art. 14 ust. 7
rozporzqdzenia
(WE) nr
470/2009)
Chlorek sodv | nie dotyczy wszystkie  MLP nie nie brak wpisu brak wpisu
gatunki jest dotyczy
zwierzqt, wymagany
od ktérych
lub z
ktorych
pozyskuje
sie
iywnos¢
Formaldefyd | nie dotyczy wszystkie  MLP nie nie brak wpisu brak wpisu
gatunki jest dotyczy
zwierzqt, wymagany
od ktdrych
lub z
ktorych
pozyskuje
sie
Tywnos¢
Siarczan miedzi | nie dotyczy wszystkie  MLP nie nie brak wpisu brak wpisu
gatunki jest dotyczy
zwierzqt, wymagany
od ktérych
lub z
ktorych
pozyskuje
sie
zywnosé

Ze wzgledu na to, Ze nie jest obecnie zarejestrowany (Produkty lecznicze wpisane
do Rejestru Produktéw Leczniczych Dopuszczonych do Obrotu na terytorium
Rzeczypospolitej Polskiej 1 Produkty lecznicze wpisane do Wspolnotowego Rejestru
Produktow Leczniczych https://pub.rejestrymedyczne.csioz.gov.pl/, dostep
17.04.2021r.) zaden produkt leczniczy weterynaryjny zawierajacy chlorek sodu,
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formaldehyd i siarczan miedzi jako substancje farmakologicznie czynne, ich stosowanie
moze przebiega¢ jedynie w formie leku recepturowego dzigki tzw. ,regulacji
kaskadowej” produktow leczniczych. W praktyce oznacza to, ze lekarz weterynarii moze
zastosowac¢ lek recepturowy, ktéry bedzie zaliczat si¢ do I kategorii dostepnosci
tj. produkt wydawany z przepisu lekarza — Rp. (tzw. ,lek na receptg”), jesli spetnione

zostang nastgpujace warunki:

- lek zostanie zastosowany w drodze wyjatku i w konkretnym, uzasadnionym
przypadku,

- na wiasng odpowiedzialno$¢ przepisujacego lekarza weterynarii,

- w celu uniknigcia niemozliwego do zaakceptowania cierpienia zwierzat,

- przy jednoczesnym braku produktu leczniczego weterynaryjnego dopuszczonego
do obrotu dla innego gatunku zwierzat albo dla tego samego gatunku, ale z innym
wskazaniem do stosowania,

- oraz jednoczesnym brakiem produktu leczniczego posiadajacego pozwolenie do
stosowania u ludzi,

- oraz jednoczesnym brakiem produktu leczniczego  weterynaryjnego

dopuszczonego do obrotu w innym panstwie cztonkowskim UE.

Ponadto po zastosowaniu leku recepturowego lekarz weterynarii ma obowiazek
okresli¢ okres karencji, ktory w tym przypadku nie moze by¢ krotszy niz liczba dni
uzyskana z ilorazu liczby 500 i temperatury wody stawu hodowlanego, w ktorym

przebywaja leczone ryby, w stopniach Celsjusza (Rownanie 1).

Rownanie 1) Wzor na obliczenie liczby dni karenciji po zastosowaniu leku recepturowego.

500
temperatura wody

Dni karencji =
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3.3. Skora

3.3.1. Funkcje skory

Najwickszym narzadem powloki wspdlnej (integumentum commune) ryb jest
skora (cutis, gr. 6¢ppo derma), ktora w swojej budowie i funkcji w stosunku do innych
kregowcow wykazuje zarowno podobienstwa, jak i roznice. Pokrywa calg zewngtrzng
powierzchni¢ ciala, w tym pletwy, a na granicy otwordw anatomicznych przechodzi
w blony $luzowe (Elliott, 2011b). Podobnie jak u innych kregowcow powtoka wspolna
oddziela i chroni zwierze¢ przed dziataniem $rodowiska, a dodatkowo moze petni¢ wazng
role w komunikacji, percepcji sensorycznej (Ryc. 19), poruszaniu si¢, oddychaniu,
osmoregulacji, wydalaniu i regulacji termicznej (Elliott, 2011b; Kilarski, 2012a).
Zarbwno organizacja strukturalna, dynamika petnionych funkgji, jak i liczby oraz rodzaje
wyspecjalizowanych komoérek obecnych w skorze, sa zalezne od gatunku. Ze wzgledu
na fakt, ze ryby stanowig ponad potowe wspotczesnie zyjacych gatunkow kregowcow
oraz trwajacy ponad 450 milionow lat proces ich ewolucji i specjalizacji, mozna uznac,
ze skora ryb jest najbardziej zr6znicowang migdzygatunkowo tkanka produkujaca $luz

w $wiecie zwierzat (Peterson, 2015; Sveen i in., 2020).

{ «
’ “,' {,. d
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Ryc. 19) Pstrqg teczowy, skora, grupa kontrolna. Centralnie widoczne mechanosensoryczne neuromasty kanatowe
(strzatka). Barwienie HE.
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3.3.2. Budowa anatomiczna i histologiczna

Skora ryb zbudowana jest z dwoch gldéwnych warstw: powierzchniowo
potozonego naskorka (epidermis) o ektodermalnym pochodzeniu, oraz potozonej glebie;j
skory wiasciwej (cutis vera), rozwijajacej si¢ z mezodermy (Elliott, 2011a; Kilarski,
2012a). Wzajemne ulozenie i proporcje warstw skory pstraga teczowego przedstawia
Ryc. 20. Pod skorg znajduje si¢ podskorna tkanka taczna (hypodermis, tela subcutanea,
subcutis) pochodzenia mezodermalnego, zbudowana gtéwnie z adipocytow, oddzielajaca
skore od warstwy miesni (Elliott, 2011a; Ferguson, 2006; Roberts i Ellis, 2012; Sveen
i in., 2020).

Naskorek ma strukture komorkows i sktada si¢ z wielowarstwowego nabtonka
potozonego na blaszce podstawnej, ktory zwykle zawiera wyspecjalizowane komorki
(Elliott, 2011b). Liczba warstw komoérkowych w naskérku ryb moze si¢ rozni¢ od
2 u larw, do srednio 5-10 u dorostych. Grubos¢ naskorka zalezy od gatunku, wieku,
okolicy ciata, stopnia dojrzewania ptciowego i warunkoéw s$rodowiskowych (Elliott,
2011b; Roberts i Ellis, 2012). U ryb tososiowatych naskorek jest grubszy w miejscach
beztuskich, takich jak gtowa i wieczko skrzelowe, a takze na pletwach, gdzie znajduje si¢
szczegolnie duzo zakonczen nerwowych i komorek sluzowych (Roberts i Ellis, 2012).
U wigkszosci gatunkow ryb naskorek jest cienszy niz skora wiasciwa (Elliott, 2011b).
Ponadto inne czynniki, takie jak zmiany warunkow otoczenia lub narazenie na
niekorzystne warunki srodowiskowe, niedobory zywieniowe i1 obecnos¢ patogendw lub
innych stresoro6w, moga wplywa¢ na struktur¢ i sklad komorkowy naskorka. Takie

zmiany mogg by¢ szczegolnie widoczne u ryb hodowlanych (Elliott, 2011a).

Podobnie jak w naskorku innych kregowcow, podstawowa jednostka strukturalng
naskorka ryb sa komorki nabtonkowe. Jest to jedyna stala cecha, poniewaz u réznych
taksonow ryb wystepuje duza réznorodnos¢ typow komorek. Niektore z nich obejmuja
holokrynne komorki butawkowate, wrzecionowate, workowate i rézne inne komorki
wydzielnicze, jonocyty, komorki czuciowe i komorki naptywowe, takie jak leukocyty
(biate krwinki). Komorka nabtonka, jest znana pod wieloma nazwami, w tym komoérka
Malpighiego, komodrka naskorka, komorka zawierajagca widkna, komorka nitkowata,
komorka wielokatna, komorka wielo$cienna, keratocyt, keratynocyt, komorka gtéwna
i komorka wspodlna. W przeciwienstwie do komorek nabtonka naskorka ssakow, u ryb

doskonatokostnych komoérki nabtonkowe we wszystkich warstwach naskorka sg zdolne
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do podziatu mitotycznego, chociaz aktywne podziaty komoérkowe wystepuja najczesciej
w nizszych warstwach. Ponadto nie ulegaja one keratynizacji (poza nielicznymi
wyjatkami), a sam naskorek bogaty jest w komorki kubkowe $luzowe (Elliott, 2011a;
Ferguson, 2006; Kilarski, 2012a; Peterson, 2015; Roberts i Ellis, 2012).

100 pm

Ryc. 20) Pstrqg teczowy, schematyczna budowa skory. Pasek pionowy wskazuje na poszczegdlne warstwy skory.
Barwienie HE.
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Komorki nabtonka posiadaja na swojej powierzchni apikalnej dermatoglify, ktore
zapewniajg Mmiejsca przyczepu dla wydzieliny $§luzowej pokrywajacej powierzchnie
nabtonka. Ponadto komorki nabtonka posiadaja zdolnos¢ fagocytarng, co umozliwia nie
tylko eliminacj¢ patogendéw, ale takze eliminacje cial obcych z powierzchni,
a gdy sfagocytowany material osiggnic maksymalng objetosé, komorki ulegaja
zluszczeniu (Peterson, 2015). Martwe komorki sg regularnie usuwane z powierzchni
naskorka ryb 1 zastgpowane zywymi komorkami znajdujagcymi si¢ pod spodem.
Translokacja komoérek nabtonka z dolnych warstw naskorka do warstwy
powierzchniowej, a nastgpnie ztuszczanie tych komoérek nastepuje w ciagu okoto 4 dni
(dla poréwnania, podobny proces translokacji i ztuszczania komoérek nabtonka u ludzi

trwa okoto 33-37 dni) (Elliott, 2011a).

Komorki nabtonkowe sg zwykle mate w pordwnaniu z wieloma innymi typami
komorek naskorka i moga rézni¢ si¢ ksztaltem w zalezno$ci od glebokosci potozenia
w naskérku. Komorki warstwy podstawnej, przylegajace do bezkomorkowej blaszki
podstawnej lub blony podstawnej, sa szescienne lub walcowate, podczas gdy komorki
powierzchniowe s3 czesto splaszczone, z cytoplazma wypetniong gltownie
degenerujagcymi mitochondriami i gestymi wigzkami tonofilamentéw. Ksztalt jadra
komorki nabtonkowej odpowiada mniej wigcej ksztattowi komorki (Elliott, 2011a;
Roberts i Ellis, 2012).

Sluzowe komorki kubkowe maja brylasty, prawie kulisty ksztalt i wystepuja
glownie w zewnetrznych i srodkowych warstwach naskorka. Wytwarzajac bogata
w glikoproteiny i mukopolisacharydy, lepka wydzieling sluzowa, ktora barwi sie biekitem
alcjanowym (Ryc. 21). Te wyspecjalizowane komorki réznicujg si¢ Z komorek nabtonka
podstawnego we wczesnym okresie zycia larwalnego i przed rozpoczeciem aktywnos$ci
wydzielniczej w sposob ciagly migruja do odpowiednich warstw naskorka i traca
zdolno$¢ podzialdéw mitotycznych. Zaréwno liczba komorek kubkowych, jak i sktad
biochemiczny ich produktu, rézni si¢ w zalezno$ci od gatunku, ptci i od warunkoéw
srodowiskowych. Liczba komorek kubkowych moze rowniez zmienia¢ si¢ S€ZOnowo
1 podczas procesow, takich jak metamorfoza larw, dojrzewanie piciowe lub adaptacja do
wody morskiej (Elliott, 2011a; Kilarski, 2012a; Peterson, 2015; Roberts i Ellis, 2012).
U ryb tososiowatych komorki kubkowe sg gtdéwnym Zroédtem pochodzenia §luzu (Elliott,

2011a).
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Ryc. 21) Pstrqg teczowy, skéra, grupa kontrolna. Jaskrawo wybarwione komérki kubkowe (strzatki), nieznaczny rozrost
naskorka (gwiazdki), liczha komérek $luzowych w normie. Barwienie AB/PAS.

Inne typy komorek, takie jak komorki surowicze, komorki kolbkowe, komorki
wrzecionowate, komorki workowate, komorki Merkla, gruczoty jadowe, pojedyncze
komorki czuciowe 1 narzady luminescencyjne, wystepujace w warstwie naskorka zostaly
opisane u réznych gatunkéw ryb; jednak komorki te nie wystepuja w skérze pstraga
teczowego (Kilarski, 2012a; Sveen i in., 2020).

Potozona pod naskorkiem skora wlasciwa u wigkszos$ci ryb jest podzielona na
dwie gltdéwne warstwy. Warstwa gorna (bardziej zewnetrzna) jest zbudowana gtownie
z luznej sieci kolagenowej tkanki tacznej i nazywana jest warstwg gabczasta lub luzng
(stratum spongiosum, stratum laxum), podczas gdy giebiej potozona warstwa sktada si¢
glownie z gesto ulozonych ortogonalnych pasm kolagenowych i nazywana jest warstwa
zbitg (stratum compactum). Wzgledna grubosé obu warstw zalezy od obecnos$ci lub braku
tusek, a ich rozroznienie moze by¢ utrudnione w obszarach bez tusek. W skorze ptetw
warstwa zbita jest wyraznie ciefisza niz w pozostatych obszarach. Warstwa luzna poza
fibroblastami zawiera stosunkowo niewielkg liczb¢ réznych typow komorek i tkanek, do
ktorych nalezg naczynia krwionosne, komoérki nerwowe, chromatofory, irydofory,

leukofory i komorki odpornosciowe (Elliott, 2011a; Peterson, 2015; Sveen i in., 2020).
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Skora wlasciwa ryb wytwarza rozmaite twarde struktury, jak tuski, tarcze kostne
lub kolce. Luski powstaja w unaczynionych uchytkach warstwy luznej skory wtasciwe;j,
wyscielonych fibrocytami nazywanych kieszonkami tuskowymi. Luski moga poprawiac
lokomocj¢ oraz zapewnia¢ mechaniczng ochron¢ lezacym ponizej, delikatniejszym
tkankom. Poszczegdlne *tuski maja duza odpornos¢ na penetracjge, a dzigki
dachowkowatemu zachodzeniu na siebie, rozprowadzaja dziatajace sity na wigksze
powierzchnie. U pstraga teczowego wystepuja tuski elasmoidalne typu cykloidalnego.
Luski te sa stosunkowo cienkie, elastyczne, polprzezroczyste i w ich budowie mozna
wyroznic trzy warstwy:

- plytke podstawng - najgrubsza z warstw, ztozong z cz¢§ciowo zmineralizowanej
elasmodyny 1 z kilku warstw witdkien kolagenowych nasyconych solami
fosforanu wapnia w postaci krysztatkow hydroksyapatytu;

- warstwe zewngtrzng - cienkg, dobrze zmineralizowang warstwe sktadajaca si¢
z sieci przeplatajacych si¢ wiokien kolagenowych;

- warstwe skrajng (graniczng) - stanowigca 16-59% objetosci, catkowicie
zmineralizowang (skostniatg), ktora nie zawiera wilokienek kolagenowych;
pokrywajacg tuske od strony naskorka (Elliott, 2011a; Ferguson, 2006; Kilarski,
2012a; Roberts i Ellis, 2012; Sveen i in., 2020).

1)
s

Ryc. 22) Pstrqg teczowy, skora, grupa kontrolna. Przekroj przez zachodzgce na siebie tuski z widocznymi zghkami
listewek sklerytowych (strzatki). Barwienie HE.

41



Powierzchnia tusek elasmoidalnych jest zwykle zaznaczona zwapniatymi,
koncentrycznymi grzbietami zwanymi listewkami sklerytowymi (Ryc. 22). Listewki
czgsto posiadajg na krawedziach zabki skierowane do tylu, ktére moga pomodc
w zakotwiczeniu tuski w pokrywajacej ja skorze wiasciwej. Kazda tuska posiada na
srodku centrum, od ktérego odchodza promieniscie nieuwapnione rowki zwane bruzdami
lub promieniami, ktore zapewniaja elastycznos¢ (Elliott, 2011a; Ferguson, 2006;
Kilarski, 2012a; Roberts i Ellis, 2012; Sveen i in., 2020).

Pigmentacja i wzory kolorystyczne ryb doskonatokostnych charakteryzuja sig¢
najwiekszg ztozonoscig i zroznicowaniem sposrod wszystkich kregowcow (Braasch i in.,
2008). Kolory powstaja w wyniku odbijania i pochtaniania §wiatta przez chromatofory,
irydofory i leukofory, znajdujace si¢ w skorze wtasciwej i tkance podskornej (Tab. 4).
Chromatofory sg nazwane od koloru ich pigmentu (ksantofory, erytrofory, melanofory
I cyjanofory) i cechuja si¢ roznym stopniem dendrytycznego rozgatezienia. Kontrastuje
to z leukoforami, ktore sg komorkami o sptaszczonym i wydtuzonym ksztatcie (Burton,
2011; Elliott, 2011b, 2011a; Ferguson, 2006; Kilarski, 2012a; Roberts i Ellis, 2012; Sveen
i in., 2020).

Tab. 4) Rodzaje chromatoforow wystepujgcych u ryb (za Burton, 2011, w modyfikacji wlasnej).

Chromatofory Kolor Organella Barwniki
melanofory czarny, brqzowy melanosomy melaniny
= :
wa —  ksantofory 1otty, pomaraiczowy ksantosomy, karotenoidy,
s 8 = erytrosomy pterydyny
s o =8
= C =3 .
e | < zerwony, ksantosomy, karotenoidy,
o S pomaraiiczowy, 26fty  erytrosomy pterydyny
cyjanofory niebieski cyjanosomy
o . puryny, kwas
é. S levkofory biatawy leukosomy o
2=
° 'fs, irydofory irydyscentny ptytki purynowe
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Wiele gatunkéw ryb, w tym pstrag teczowy, ma ciemny kolor skory na grzbiecie
I bladg powierzchni¢ brzuszng, coO nazywane jest przeciwcieniowaniem, stanowigcym
rodzaj kamuflazu. Ciemne chromatofory (melanocyty) (Ryc. 23) znajduja si¢ w warstwie
gabczastej skory wlasciwej i tkance podskornej w okolicy grzbietu, z kolei w okolicy
brzusznej jest niewiele chromatoforéw, zamiast tego liczne irydofory i leukofory nadaja
skorze brzucha blady kolor z efektami odblaskowymi i opalizujagcymi. U ryb kolor skory
poza funkcja ochronng, uczestniczy w doborze partnera i termoregulacji. Zmiany koloru
moga by¢ krotkotrwate, fizjologiczne i dtugotrwate, morfologiczne. Regulowane sg przez
dziatanie autonomicznego uktadu nerwowego oraz czynnikow endokrynologicznych
I parakrynnych, maja na nie wplyw takze srodowisko, promieniowanie UV i temperatura.
Wzory kolorystyczne zawdzigczane chromatoforom moga wynikaé ze zrdznicowania
rodzajow komorek, ich dystrybucji 1 wewnatrzkomérkowego ruchu pigmentu.
Dodatkowo wplyw na opalizacjc ma budowa skory, a doktadniej uktad wiokien
kolagenowych i mikrostruktura powierzchni. Pigmentacja skory moze réowniez ulec
zmianie w wyniku urazu, dziatalnosci pasozytow i infekcji skory, pochodzenia
grzybowego, wirusowego i bakteryjnego (Burton, 2011; Elliott, 2011b, 2011a; Ferguson,
2006; Kilarski, 2012a; Roberts i Ellis, 2012; Sveen i in., 2020).

Ryc. 23) Pstrqg teczowy, skara, grupa kontrolna. Centralnie widoczne dendrytycznie rozgatgzione melanofory warstwy
ggbczastej skory whasciwej z rozproszonymi melanosomami. Barwienie HE.
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3.4. Skrzela
3.4.1. Funkcje skrzeli

Skrzela sg narzadem petnigcym wiele funkcji, a wg Olson (2002) ,,sg najbardziej
zroznicowanym fizjologicznie narzadem krggowcow, a ich uklad naczyniowy jest
najbardziej skomplikowanym”. Skrzela ryb sg glownym uktadem regulacyjnym mig¢dzy
srodowiskiem wewnetrznym 1 zewnetrznym oraz réznymi sygnalami neurokrynnymi,
endokrynnymi, parakrynnymi i autokrynnymi, ktore koordynuja i kontrolujg ich funkcje
(Olson, 2002).

Ich najwazniejsza funkcjg u wigkszosci gatunkoéw ryb jest przeprowadzanie
dyfuzyjnej i aktywnej wymiany gazoéw oddechowych (tlen i dwutlenek wegla).
Pozyskiwanie tlenu ze $§rodowiska obejmuje dyfuzje zgodnie z gradientem stezen od
obmywajacego strumienia wody, przez nablonek skrzeli, do krwi. Szybkos¢ tego procesu

mozna wyliczy¢ na podstawie przeksztatconego rownania Ficka (Rownanie 2):

Rownanie 2) Przeksztatcone rownanie Ficka (za Wegner, 2011).

Vo, _ KxA _
APy, t

gdzie V02 oznacza szybko$¢ pobierania tlenu (ml Oz min?), K to wspotczynnik dyfuzji

ml O, um

Krogha ( n), A to catkowita powierzchnia oddechowa skrzeli (cm?), APy, to

cm? mmHg mi

$rednia rdznica ci$nienia parcjalnego tlenu miedzy krwig a woda (mmHg), t to dystans

dyfuzji (um), a D to zdolnosé dyfuzji (—=22),

min mmHg

Zdolnos¢ dyfuzji D jest parametrem niezaleznym zaré6wno od tempa metabolizmu
ryb, jak i1 gradientu dyfuzji tlenu przez skrzela, a zatem stanowi uzyteczng miare
do porownywania gatunkoéw ryb pod wzgledem ich zdolnosci do pozyskiwania tlenu
ze $rodowiska w oparciu o wymiary skrzeli, gdzie D zalezy zaré6wno od powierzchni
skrzeli, jak i grubo$ci nabtonka oddechowego (zwanej rowniez odlegtoscig bariery woda-

krew) (Wegner, 2011).
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Ponadto na podstawowym poziomie czynnosciowym skrzela odpowiadaja za
aktywna jonoregulacje, majaca na celu utrzymanie rownowagi osmotycznej i kwasowo-
zasadowej, zwlaszcza w odniesieniu do hipoosmotycznych lub hiperosmotycznych
wilasciwos$ci srodowiska. Co wiecej, sprawuja znaczacg kontrolg hemodynamiczng nad
calym uktadem krazenia poprzez wazokonstrykcje¢ i wazorelaksacj¢ gtéwnych naczyn.
Dodatkowo w nabtonku skrzeli zachodzi eliminacja szkodliwych zwigzkéw azotowych
powstatych w procesach metabolicznych (Evans i in., 2005; Kilarski, 2012b; Peterson,
2015; Roberts i Ellis, 2012; Speare i Ferguson, 2006; Wegner, 2011).

3.4.2. Budowa anatomiczna i histologiczna

Pstrag teczowy posiada po cztery tuki skrzelowe umieszczone w jamie skrzelowej
po obu stronach okolicy gardtowej, przykrytej wieczkiem skrzelowym, ktére powstaje
z przeksztatconego piatego tuku skrzelowego. Kazdy z tukéw skrzelowych podtrzymuje
dwa rzedy wiokien nazywanych listkami  skrzelowymi, dtugich struktur
przypominajacych ostrza, ktore rozciagaja si¢ od tuku w kierunku tylno-bocznym.
Pojedynczy rzad nazywany jest potskrzelem, a dwa rzedy listkow skrzelowych tworza
razem skrzele. Pomigdzy ich proksymalnymi czg$ciami znajduje si¢ w roznym stopniu
rozwinigta przegroda. Pierwsze ontogenetycznie listki skrzelowe tworza si¢ w potowie
dhugosci tuku, ktory na srodku jest doglowowo wklesto zagiety. Podczas wzrostu ryby,
trwajacego przez cale zycie, nowe listki skrzelowe przyrastaja odsrodkowo od zagiecia
(dogtowowo i dobrzusznie). Potskrzela wystajg z zewnetrznej krawedzi tuku skrzelowego
w taki sposob, ze wolne krawedzie listkow skrzelowych rozchodza sie i1 dotykaja
krawedzi listkow skrzelowych sgsiednich tukow skrzelowych (Kilarski, 2012b; Koppang
i in., 2015; Roberts i Ellis, 2012; Speare i Ferguson, 2006; Wegner, 2011; Wilson
i Laurent, 2002).

Luki i odchodzace od nich listki skrzelowe posiadaja rdzenie zbudowane z tkanki
chrzestnej, ktora moze ulega¢ kostnieniu. Kat rozwarcia pomi¢dzy poétskrzelami jest
regulowany przez zestaw migsni przywodzicieli, aby dostosowac go do przeptywu wody.
Z krzywizny wewnetrznej tukow skrzelowych (po przeciwnej stronie niz listki skrzelowe)
do jamy skrzelowej wyrastaja wyrostki filtracyjne. Ich gildéwng funkcjg jest filtrowanie

statych czg$ci pokarmu wcigganego do przewodu pokarmowego, a takze dodatkowe
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przytrzymywanie schwytanego pokarmu (Kilarski, 2012b; Koppang i in., 2015; Roberts
I Ellis, 2012; Speare i Ferguson, 2006; Wegner, 2011; Wilson i Laurent, 2002).

Pole powierzchni listkow skrzelowych jest dodatkowo zwigkszane przez
wystajace na ich powierzchni grzbietowej i brzusznej, regularnie rozmieszczone
potksiezycowate fatdy — sg to blaszki oddechowe (podstawowe jednostki oddechowe)
(Ryc. 24). Blaszki na kazdym z listkow sa utozone w taki sposob, ze wchodza
w przestrzenie pomi¢dzy blaszkami oddechowymi sgsiednich listkow. W centrum kazde;j
z blaszek znajduje si¢ plytkowaty system rozgatezionych naczyn mikrokrazenia,
otoczony fatdg blony podstawnej i zwykle niskim nabtonkiem oddechowym (Kilarski,
2012b; Koppang i in., 2015; Roberts i Ellis, 2012; Speare i Ferguson, 2006; Wegner,
2011; Wilson i Laurent, 2002).
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Ryc. 24) Pstrqg teczowy, skrzela, grupa kontrolna. Listki skrzelowe z regularnie rozmieszczonymi blaszkami
skrzelowymi. Zmiany histopatologiczne - zwigkszenie liczby i objgtosci komdrek kubkowych $luzowych dystalnych
czesci blaszek oddechowych (strzatki). Barwienie HE.

Podczas oddychania woda przeplywa od jamy gebowej, pomigdzy skrzelami

w jamie skrzelowej, wyplywajac pod wieczkiem skrzelowym. U wiekszos$ci gatunkow
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przeplyw jest napgdzany przez naprzemienne rozszerzanie i kurczenie si¢ komory jamy
gebowej (miesnie policzkéw) i komory jamy skrzelowej (ruchy wieczka skrzelowego).
Powstajagca w ten sposob sita ssaca utrzymuje ciagly przeptyw wody przez skrzela,
zawsze w kierunku z jamy gebowej do jamy skrzelowej. W porownaniu ze zwierz¢tami
oddychajacymi powietrzem, koszt energetyczny wentylacji skrzeli jest bardzo wysoki

(Kilarski, 2012b; Roberts i Ellis, 2012).

Struktury chrzestne 1 kostne otoczone sg zrgbem tgcznotkankowym, w ktorym
biegng naczynia krwiono$ne, nerwy i ktory stanowi dodatkowa podpore dla
pokrywajacych nablonkéw i komorek odpornosciowych. W zrebie listkow skrzelowych,
aorta brzuszna dzieli si¢ na liczne drobne gatezie aferentnych tetnic skrzelowych, ktore
biegng wzdtuz zewnetrznej krawedzi listkow skrzelowych. Krew wnika do przestrzeni
krwionos$nych blaszek przez krotkie doprowadzajgce tetnice blaszkowe. Ta odtlenowana
krew ptynie w przeciwnym kierunku niz woda obmywajaca skrzela. Powoduje to
wymiane przeciwpradowg i prowadzi do przejscia 60-80% tlenu z wody do krwi.
U pstraga teczowego dystans miedzy krwig a wodg wynosi okoto 6 um ($rednia grubosé¢
Sciany blaszki). Natlenowana krew opuszcza blaszki przez tetnice blaszkowe
odprowadzajace, dalej do eferentnych tetnic skrzelowych, aby ostatecznie dostarczy¢
krew do aorty grzbietowej. W blaszkach natlenowana krew jest kierowana roéwniez do
tkanki skrzeli przez obwod odzywczy, tworzacy drugorzedowy uktad krazenia,
analogiczny do ssaczego uktadu limfatycznego (Kilarski, 2012b; Koppang i in., 2015;
Olson, 2002; Roberts i Ellis, 2012; Speare i Ferguson, 2006; Wegner, 2011; Wilson
i Laurent, 2002).

Skrzela pokryte sa nablonkiem, ktorego powierzchnia jest szacowana na
0,1-0,4 m?kg?! masy ciala. W zaleznosci od wieku i gatunku zwierzecia, jest wiec
porownywalna do znaczaco wicksze] niz calkowita powierzchnia skory, czyniac
nabtonek skrzeli najwieksza powierzchnig oddziatujacg ze Srodowiskiem zewnetrznym
| sprawia, ze jego struktura ma istotny wpltyw na homeostaze. U podstawy listkow
skrzelowych nabtonek jest najgrubszy. Zwykle sktada si¢ z trzech lub wigcej warstw
komoérkowych, ktorych komorki przy powierzchni maja gltownie ksztalt plaski
I szeScienny. Na btonie podstawnej znajduja si¢ niezréznicowane komoérki podstawne,
wypelniajgce réwniez przestrzen posrednig. Nablonek na blaszkach przechodzi

w oddechowy nablonek ptaski, zbudowany z jednej do trzech warstw komoérek. Nabtonek
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blaszek sktada si¢ z ptaskich komodrek powierzchniowych oraz niezr6znicowanych

komorek podstawnych i1 posrednich.

Oprécz komorek nabtonkowych (PE, ang pavement epithelium cells), w nabtonku
wystepuja komorki bogate w mitochondria (MRC, ang. mitochondria-rich cells, CC,
ang. chloride cells; jonocyty, komorki chlorkowe) i komdrki wytwarzajace §luz, czesto
nazywane komorkami kubkowymi, najliczniejsze w podstawie listkow skrzelowych.
Powierzchnia apikalna komorek nabtonka posiada przypominajace dermatoglify
krawedzie (jednak zdecydowanie nizsze niz skorne), ktore powoduja silniejsze
przyleganie §luzu i dodatkowo zwigkszaja powierzchni¢ oddechowa. Ich catkowita liczba
i tempo wymiany, zaleza od proliferacji, $mierci komorek, wzrostu narzadu
oraz odpowiedzi adaptacyjnych na zmiany s$rodowiskowe. Podzialy komoérkowe
w najwigkszym stopniu zachodzg W migdzyblaszkowym nabtonku listkow skrzelowych
I W znacznie mniejszym stopniu w nabtonku blaszek. Dowiedziono, ze catkowita
wymiana komodrek moze nastgpi¢ w ciggu kilku godzin w warunkach niedotlenienia
(Elliott, 2011a; Kilarski, 2012b; Koppang i in., 2015; Roberts i Ellis, 2012; Smith i in.,
2018; Speare i Ferguson, 2006; Wegner, 2011; Wilson i Laurent, 2002).

Konstrukcja blaszek skrzelowych jest wzmocniona przez zmodyfikowane
komorki nablonkowe - komoérki podporowe, utoZzone w rzgdach co 9-10 um. Rozszerzaja
si¢ klepsydrowo w miejscu kontaktu z srddmiazszowa tkanka taczna, sasiadujaca z btong
podstawng nablonka oddechowego blaszek. tacza si¢ potaczeniami Scistymi
z sasiadujagcymi  komorkami podporowymi, wzmacniajac $rodbtonek kapilar
blaszkowych. W cytoplazmie obwodowej zawieraja liczne wiagzki kurczliwych
biatkowych mikrofilamentow. Do ich blon komoérkowych pozakomoérkowo przytaczaja
si¢ peczki wiokien kolagenowych, biegnace rownolegle do mikrofilamentow, ktore
splatajag si¢ z wldkienkami kolagenu w $rédmigzszowej tkance tacznej po stronie
naczyniowej blaszki podstawnej. Krew w kapilarach blaszek oddechowych ma wysokie
ci$nienie, poniewaz pochodzi bezposrednio z aorty brzusznej, dlatego obecno$é
elementow wioknistych i kurczliwych przeciwdziata powstawaniu tetniakéw (doktadniej
teleangiektazji blaszkowych). Czasami pomiedzy komorkami nabtonka pokrywajacego
listki skrzelowe moga znajdowac¢ si¢ komorki kubkéw smakowych, chociaz najczesciej
spotyka si¢ je w nablonku wyrostkoéw filtracyjnych (Ryc. 25) (Elliott, 2011a; Kilarski,
2012b; Koppang i in., 2015; Roberts i Ellis, 2012; Speare i Ferguson, 2006; Wegner,
2011; Wilson i Laurent, 2002).
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Ryc. 25) Pstrqg teczowy, skrzela, wyrostki filtracyjne, grupa kontrolna. Nabtonek pokrywajqcy powierzchnig kostnych
wyrostkow filtracyjnych bogaty w komarki $luzowe. Barwienie HE.
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3.5. Sluz

Jest produkowany przez komorki kubkowe, kolbkowe, wrzecionowate,
workowate naskorka skory i nablonka skrzeli, pokrywajac cienka warstwg calg
powierzchni¢ ciata. Sktada si¢ z macierzy glikoproteinowej majacej strukture zelu,
ztozonej przede wszystkim z wielkoczasteczkowych i silnie glikozylowanych mucyn.
Jego doktadny sktad, struktura i grubo$¢ zalezg od gatunku, stadium rozwoju, ptci, stanu
fizjologicznego, immunologicznego 1 warunkow srodowiskowych 1 jest $cisle zwigzany
z wieloma funkcjami, ktére petni. Sluz zawiera liczne aktywne sktadniki, zwiazane
gtéwnie z humoralnym uktadem odporno$ciowym. Zalicza si¢ do nich enzymy (przede
wszystkim lizozym, lektyny, enzymy proteolityczne, fosfatazy i esterazy), peptydy
przeciwbakteryjne, przeciwciala (takze przechodzace z uktadu krazenia przeciwciata
klasy IgM), sktadniki uktadu dopetniacza oraz biatko C-reaktywne (Alexander i Ingram,
1992; Benhamed i in., 2014; Cabillon i Lazado, 2019; Cordero i in., 2016; Dash i in.,
2018; Elliott, 2011b; Esteban, 2012; Esteban i Cerezuela, 2015; Fast i in., 2002; Kilarski,
2012b, 2012a; Reverter i in., 2018; Sveen i in., 2020; Uribe i in., 2011).

Produkcja $luzu przez nabtonek ryb jest jedng z adaptacji do zycia w srodowisku
wodnym. Sluz petni wiele roznych funkcji (Ryc. 26), a jedna z najwazniejszych jest
funkcja ochronna. Sluz pomaga utrzymaé¢ powierzchnie skéry wolng od patogendw
poprzez ciaggle zluszczanie i odnowe. Dzieki wlasciwo$ciom precypitujacym $luz moze
réwniez pomdc w usuwaniu zawieszonego materiatu ze skrzeli 1 skory ryb w wodach
silnie m¢tnych lub zanieczyszczonych. Ponadto zawiera zwigzki, ktére moga absorbowac
promieniowanie ultrafioletowe (UV), zaréwno UVA, jak i UVB. Niektore tropikalne
gatunki papugoryb i wargaczowatych (Labridae) wydzielaja §luzowy kokon, ktéry otacza
ich ciata nocg, zapewniajac ochrone przed drapieznikami polujacymi za pomocg zmystow
wechu lub dotyku. Co wigcej, wydzieliny §luzowe i zgrubiate (lub rzadko zrogowaciate)
zewngtrzne warstwy skory pomagaja w ochronie przed otarciami u ryb norujacych lub
prowadzacych potladowy tryb zycia (np. poskoczek mutowy Periophthalmus barbarus).
Sluz wspotuczestniczy rowniez W procesach rozrodczych, m. in. jest wykorzystywany do
budowania gniazd i karmienia larw. Petni rowniez znaczgcg role w wymianie gazowej,
osmotycznej i jonowej (Alexander i Ingram, 1992; Benhamed i in., 2014; Cabillon
I Lazado, 2019; Cordero i in., 2016; Dash i in., 2018; Elliott, 2011b; Esteban, 2012;
Esteban i Cerezuela, 2015; Kilarski, 2012a, 2012b; Sveen i in., 2020; Uribe i in., 2011).
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Sluz poza funkcjami immunologicznymi, stanowi mechaniczng ochrong naskérka

przed abrazjg i bierze udzial w procesach naprawczych. Zranione ryby wydzielaja go

w zwiekszonej ilosci. Sluz zapewnia fizyczna i przeciwdrobnoustrojowa ochrone

i zranionej powierzchni. Ponadto dzigki aktywnosci hemolitycznej i wptywowi na skurcz

miegsni gladkich naczyn krwiono$nych, przyspiesza gojenie ran. Aplikacja §luzu rybiego

na rany ssakow moze aktywowac gojenie, ponadto $luz moze zmniejszaé stan zapalny,

wzmacnia¢ tworzenie si¢ ziarniny i przyspiesza¢ kurczenie si¢ rany (Alexander i Ingram,
1992; Benhamed i in., 2014; Cabillon i Lazado, 2019; Cordero i in., 2016; Dash i in.,
2018; Elliott, 2011b; Esteban, 2012; Esteban i Cerezuela, 2015; Kilarski, 2012a, 2012b;

Sveen iin., 2020; Uribe i in., 2011).

Wymiana
oddechowa gazdw

Gradient stezen
Bariera dyfuzji
Adhezja

Syntaza tlenku azotu
NOS
Tlenek azoty
NO

Regulacja:
-oktywnosci
wydzielniczej skary
- wazonklywnosti
(pod nabonkiem)
- mechanizméw
odpornosciowych

Ochrona chemiczna i fizyana

Uwalnianie substanji

Komponenty toksyczne i rozpuszczalne

Interakcjo z
komdrkami gruczolu
niciowatego v §luzic

Utrzymanie uporzqdkowanej warstwy

Kleisto&¢

Budowa gniazd

Czynniki obrony
chemicznej
(odpornosc)

Odnowa
powierzchni

Czynniki Zywieniowe
iodpornosciowe

Reprodukeja

0dzywianie
filtartoréw

Adhezjo

Wydzielanie
glikoprotein przez
komarki kubkowe,

kolbkowe i

workowate

Nosnik
skladnikw
bioaktywnych

Ryc. 26) Diagram niektorych z funkeji $luzu ryb, podzielonych na role, obejmujgqce wytwarzanie i utrzymywanie warstwy
$luzu otaczajgcego rybe oraz uwalnianie substancji do wody (za Elliott, 2011h).
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3.6. Sktadniki uktadu odpornosciowego

U ryb w zwalczaniu patogenow uwazana za kluczowag jest odpowiedz
odporno$ciowa wrodzona, ze wzgledu na ograniczenia adaptacyjnego uktadu
odporno$ciowego (m.in. ograniczona ilo§¢ immunoglobulin, powolna proliferacja
I dojrzewanie limfocytéw oraz silny wptyw czynnikow srodowiskowych, takich jak
temperatura). Wrodzony uktad odpornosciowy ryb mozna podzieli¢ na trzy czesci:
bariere Sluzéwkowa/nablonkowa (tkanka limfatyczna zwigzana z btonami §luzowymi),
sktadniki humoralne i sktadniki komérkowe. Ze wzgledu na to, ze wigkszo$¢ patogendw
rozpoczyna zakazenie na powierzchni blony S$luzowej, to wlasnie bariera
sluzéwkowa/nablonkowa, zwlaszcza skory i skrzeli, jest kluczowa dla odpornosci
organizmu. Tkankg limfatyczng zwigzang z btonami §luzowymi (MALT, ang. mucosal-
associated lymphoid tissue) mozna podzieli¢ wedtug lokalizacji anatomicznej na:

- tkanke limfatyczng zwigzang ze skorg (SALT, ang. skin-associated lymphoid
tissue),

- tkanke limfatyczng zwigzang ze skrzelami (GIALT, ang gill-associated lymphoid
tissue),

- tkanke limfatyczng zwigzang z jelitami (GALT, ang. gut-associated lymphoid

tissue).

Btona $luzowa zasadniczo podzielona jest na dwa przedzialy efektorowe,
tj. nabtonek 1 blaszke wiasciwa, ktore sa oddzielone btong podstawng. Btona podstawna
jest przepuszczalna 1 umozliwia przeptyw leukocytow z jednego przedziatu do drugiego.
Ruch ten odbywa si¢ przez okienka btony podstawnej, ktore wystepuja licznie w MALT
(Bayne i Gerwick, 2001; Bjergen i Koppang, 2021; Dalmo i in., 1997; Ellis, 2001;
Esteban, 2012; Gomez i in., 2013; Koppang i in., 2015; Randelli i in., 2008; Rességuier
i in., 2020; Salinas, 2015; Tort i in., 2003; Zhang i in., 2010).

Tkanka limfatyczna zwigzana ze skorg (SALT) zawiera réznorodne leukocyty,
w tym limfocyty (komoérki T i B), komorki plazmatyczne, makrofagi 1 granulocyty.
Leukocyty 1 inne komorki ameboidalne maja zdolnos¢ migracji przez $luz. Komorki
tuczne, u ryb okreslane jako eozynofilowe komorki ziarniste (EGC, ang. eosinophilic
granular cells), to komorki osiadte w tkankach catego ciata, znajdujacych si¢ w poblizu
powierzchni stykajacych si¢ ze $Srodowiskiem zewnetrznym, szczegélnie w okolicy

struktur takich, jak naczynia krwiono$ne i nerwy. U ryb komorki tuczne znajduja si¢

52



w réznych tkankach, w tym w skorze, skrzelach, jelitach, m6zgu oraz w okolicach naczyn
krwiono$nych. Funkcjonalnie wykazuja bliskie podobienstwo do komorek tucznych
ssakow. Komorki tuczne odgrywaja wazng role w odpowiedzi zapalnej, poniewaz
produkujg rozne funkcjonalne biatka, w tym peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMP,
ang. antimicrobial peptides), ktore dzialajg przeciwko szerokiemu spektrum patogenow
(Bayne i Gerwick, 2001; Bjergen i Koppang, 2021; Dalmo i in., 1997; Ellis, 2001; Gomez
iin., 2013; Koppang i in., 2015; Randelli i in., 2008; Rességuier i in., 2020; Salinas, 2015;
Tort i in., 2003; Zhang i in., 2010).

W skorze pstraga teczowego scharakteryzowano komorki podobne do ssaczych
komorek Langenharsa, charakteryzujgce si¢ ekspresjg CD8*. U ssakow komorki
dendrytyczne (DC, ang. dendritic cell) sa komorkami prezentujacymi antygen, taczacymi
reakcje odpowiedzi wrodzonej i nabytej. Gdy patogen zostanie sfagocytowany, antygeny
s transportowane do wtornych tkanek limfoidalnych i ulegaja ekspresji, co stymuluje
produkcje specyficznych limfocytow T. Chociaz DC majg fundamentalne znaczenie w
odpowiedzi immunologicznej ssakow, ich obecnos¢ i funkcja u innych gatunkow ryb
dotychczas zostaly stabo zbadane (Bayne i Gerwick, 2001; Bjergen i Koppang, 2021;
Dalmo i in., 1997; Ellis, 2001; Esteban, 2012; Gomez i in., 2013; Koppang i in., 2015;
Randelli i in., 2008; Rességuier i in., 2020; Salinas, 2015; Tort i in., 2003; Zhang i in.,
2010).

Makrofagi i rozne typy granulocytow, takich jak neutrofile, sa rowniez obecne
w SALT, odgrywajac kluczowa rolg we wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej. Sa to
fagocytarne komorki linii mieloidalnej, biorace udziat w réznych procesach, takich jak
mechanizmy homeostatyczne, gojenie si¢ ran oraz wykrywanie i usuwanie ciat obcych,
patogendéw oraz komorek nowotworowych i komoérek zakazonych wirusem. Ponadto
makrofagi 1 neutrofile wytwarzaja setki bioaktywnych czasteczek, ktore odgrywaja
istotna role w procesach rozpoznawania i niszczenia patogenéw, komunikacji i aktywacji
komorkowej, inicjacji adaptacyjnej odpowiedzi immunologicznej oraz ustgpowaniu
odpowiedzi zapalnej i naprawie tkanek (Bayne i Gerwick, 2001; Bjergen i Koppang,
2021; Dalmo i in., 1997; Ellis, 2001; Esteban, 2012; Gomez i in., 2013; Koppang i in.,
2015; Randelli i in., 2008; Rességuier i in., 2020; Salinas, 2015; Tort i in., 2003; Zhang i
in., 2010).
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Limfocyty B i T sa komodrkami linii limfoidalnej, bedacymi elementami
odporno$ci  nabytej, obecnymi  zarbwno w  skorze ryb  chrzestnych,
jak 1 doskonatokostnych. Najwazniejszg rolg limfocytow B w odpornosci nabytej wydaje
si¢ by¢ rozpoznawanie antygendéw w ich natywnej postaci i wytwarzanie przeciwcial
przeciwko tym antygenom. Poniewaz limfocyty B sa w stanie wytwarzaC trzy typy
immunoglobulin Ig (IgM, IgD i IgT/IgZ), istnieja ro6zne populacje komoérek B wyrdznione
na podstawie wytwarzanych przez nie immunoglobulin. U pstraga teczowego dotychczas
scharakteryzowano dwie populacje: IgD*/IgM*/IgT" i IgD/IgM™/IgT*. Chociaz zarowno
limfocyty B IgT™, jak i IgM™ sg obecne w niskim odsetku w skorze pstraga, to gléwng
populacje limfocytow B w tej tkance stanowity limfocyty B IgT". Limfocyty T odgrywaja
zasadnicza role w odpornosci komorkowej, a poniewaz wchodza w interakcje
z bakteriami obecnymi na powierzchni btony §luzowej, petnig istotng role w tolerancji
lub odpornosci przeciwko mikrobiocie komensalnej. Komoérki T charakteryzujg sie¢
obecnoscig receptora komorek T (TCR), dzigki ktéoremu rozpoznajg antygeny.
W przeciwiefistwie do limfocytow B, limfocyty T rozpoznaja antygeny tylko po
ekspozycji w kontekscie gtownego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC), klasy I lub II.
U ssakow wystepuja rézne podzbiory limfocytow T (cytotoksyczne, Thl, Th2, Treg
i Th17), a niektore z nich opisano rowniez u doskonatokostnych. Naskorek pstraga
teczowego jest tkanka bogata w wigkszos¢ podtypow limfocytow T, a poziom
transkrypcji czynnikdw zwigzanych z limfocytami T 1 liczebno$¢ limfocytow T,
sg porownywalne do tych wystepujacych w §ledzionie. SALT ryb przy braku weztow
chtonnych, zachowuje si¢ jak wtérne narzady limfatyczne. Ciekawym jest, ze limfocyty
T nie sg roOwnomiernie rozmieszczone, poniewaz ich najwigksza liczba wystepuje
w 1/3 przedniej czesci ciata (Bayne i Gerwick, 2001; Bjergen i Koppang, 2021; Dalmo
i in., 1997; Ellis, 2001; Gomez i in., 2013; Koppang i in., 2015; Leal i in., 2016; Parra
iin., 2015; Randelli i in., 2008; Rességuier i in., 2020; Salinas, 2015; Tort i in., 2003;
Wang i Secombes, 2013; Xu i in., 2013; Zhang i in., 2010).

Komorki nablonkowe sa aktywnymi koordynatorami homeostazy, kolonizacji
komensalnej oraz wrodzonej i wtornej odpowiedzi immunologicznej poprzez ekspresje
PRR, w tym lektyn, receptorow typu NOD (NLR) i receptorow Toll-podobnych (TLR).
Ponadto sa zdolne do bezposredniej interakcji z patogenami i bakteriami komensalnymi
(Bjergen i Koppang, 2021; Ellis, 2001; Esteban, 2012; Gomez i in., 2013; Koppang i in.,
2015; Rességuier i in., 2020; Salinas, 2015; Tort i in., 2003).
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Nabtonek s$luzowy pokrywajacy skrzela jest jednym z najwazniejszych
elementéw uktadu odpornosciowego, a skrzela charakteryzuja si¢ znacznag ilosciag
komorek odpornosciowych. Ponadto w 2008 r. u tososia atlantyckiego (Salmo salar)
zidentyfikowano wyspecjalizowang tkanke¢ limfoepitelialng zwang $rodskrzelowg tkankag
limfatyczng (ILT, ang. interbranchial lymphoid tissue) (Haugarvoll i in., 2008), ktorej
wystgpowanie potwierdzono tez u innych ryb tososiowatych. Srodskrzelowa tkanka
limfatyczna jest zlokalizowana w dystalnej (doogonowej) czgéci przegrody
migdzyskrzelowej ryb lososiowatych. ILT sktada si¢ gtdéwnie z limfocytéw T osadzonych
w siatce komorek nabtonkowych i jest pozbawiona naczyn krwionosnych (Ryc. 27).
Struktura wydaje si¢ bogata w komorki posiadajace ekspresje gldownego uktadu
zgodnosci tkankowej (MHC) klasy 11+ oraz transkrypty IgT. W ILT do tej pory wykryto
niewiele limfocytow produkujacych immunoglobuliny (Ig)M+ i nieznaczng ilo$é
limfocytéw B. ILT nalezy traktowa¢ jako czg¢$¢ tkanki limfatycznej zwigzanej
ze skrzelami (GIALT). Co wigcej, wykazano, ze ILT wykazuje konstytutywna ekspresje
cytokiny CCL19, normalnie zwigzanej z ekspresja w narzadach limfatycznych,
co sugeruje, ze ILT nalezy uzna¢ za samodzielny narzad odpornosciowy (Aas i in., 2017;
Bjergen i in., 2019; Bjergen i Koppang, 2021; Haugarvoll i in., 2008; Koppang i in.,
2015; Parra i in., 2015; Rességuier i in., 2020).

Ryc. 27) Pstrqg teczowy, skrzela, grupa kontrolna. Struktura Srodskrzelowej tkanki limfatycznej. Barwienie HE.
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Komoérki podporowe i inne komorki $rodbtonka tetnic blaszek skrzelowych
pstraga tgczowego wykazuja wysoka ekspresj¢ biatka MHC klasy I, co sugeruje,
ze komorki te sg aktywnie zaangazowane w prezentacj¢ antygenu adaptacyjnemu
uktadowi odpornosciowemu. Z drugiej strony, wyrazna ekspresja MHC klasy I
u zdrowych ryb moze poméc w utrzymaniu komoérek NKpodobnych w fazie anergii
poprzez inhibicj¢ receptorow komorek NK. Jednak w stanach zapalnych (np. gdy
komorki srodbtonka sg aktywowane przez TNF-a), moze to skutkowa¢ wzrostem MHC
klasy Il i CD83 (Bjergen i Koppang, 2021; Koppang i in., 2015; Rességuier i in., 2020;
Uribe i in., 2011).

Czesto w podnablonkowej tkance zrebu Iacznotkankowego wyrostkow
filtracyjnych znajduja si¢ liczne agregaty limfocytarne, ktére prawdopodobnie stanowig
strukture analogiczng do migdatkéw u ssakow, odpowiadajaca za pierwotny kontakt
organizmu z antygenami (Bjergen i Koppang, 2021; Koppang i in., 2015; Rességuier
i in., 2020).

Dodatkowo poza komoérkami nalezacymi do skrzeli, ze wzglgdu na doskonate
unaczynienie, w skrzelach bgda si¢ znajdowalty komorki uczestniczace w reakcjach
odpornosciowych, pochodzace z krwi obwodowej. Sktadajg si¢ na nie populacje komorek
o réznym stopniu zroéznicowania i aktywnosci, co przektada si¢ na rézne petnione przez
nie funkcje i roznice w ich morfologii. Najwigkszg frakcje komorek odpornosciowych
krwi obwodowej u pstraga teczowego stanowig leukocyty (PBL, ang. peripheral blood
leucocytes), ktore ze wzgledu na morfologi¢ dzieli si¢ na komorki polimorfojagdrowe
(PMNC, ang. polymorphonuclear cells) reprezentowane przez granulocyty, oraz komorki
jednojadrzaste (MNC, ang. mononuclear cells; PBMC, ang. peripheral blood
mononuclear cells), do ktérych nalezg limfocyty, monocyty i makrofagi (chociaz niektore
makrofagi mogg mie¢ segmentowane jadro). Monocyty, makrofagi, neutrofile, heterofile,
eozynofile, bazofile, eozynofilowe komorki ziarniste (EGC), limfocyty B, komorki
plazmatyczne, limfocyty T, komorki NK-podobne, niespecyficzne komorki
cytotoksyczne (NCC, ang. nonspecific cytotoxic cells), komorki precikowe (ang. rodlet
cells), eozynofilowe komorki workowate, komorki zawierajace melaning
(melanomakrofagi i komorki melanocytopodobne), w skrzelach sg okreslane wspolng
nazwg komorek zapalnych, gdyz wspotuczestnicza w powstaniu reakcji zapalnej (Claver
i Quaglia, 2009; Evansi in., 2001; Evans i Jaso-Friedmann, 1992; Hu i in., 2018; Huffman
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I in., 1997; Koppang i in., 2015; Morrison i Odense, 1978; Reite, 2005; Reite i Evensen,
2006; Wolke, 1992; Zapata i in., 2006).

Role odpornosciowg pelnig réwniez wystepujace we krwi trombocyty, majace
zdolno$¢ fagocytowania drobnych czasteczek 1 gruzu komoérkowego. Ponadto
trombocyty wykazuja ekspresje¢ MHC klasy I oraz IL1b i TNFa, a ich liczba moze
wzrosng¢ po stymulacji antygenowej. Rowniez erytrocyty, ktére u wigkszosci ryb,
w tym pstraga teczowego, s3 jadrzaste, biorg udziat w odpowiedzi immunologiczne;.
Erytrocyty wystawione na dzialanie roznych antygenéow wykazuja ekspresje
transkryptow mRNA receptorow rozpoznajacych patogen (PRR, ang. pathogen
recognition receptor), a stymulacja przez kwas poliinozyno-policytydylowy (poli I:C,
poli(l:C), PIC) moze skutkowaé¢ wydzielaniem czasteczek modyfikujacych
przeciwwirusowa odpowiedz makrofagow. Innym mechanizmem odpornosciowym
erytrocytow jest produkcja bialek oddechowych, ktore mogg posredniczyé
w wytwarzaniu reaktywnych form tlenu po aktywacji przez proteazy drobnoustrojowe
i wzorce molekularne zwigzane z patogenami (PAMPS, ang. pathogen-associated
molecular patterns) (Jiang i in., 2007; Koppang i in., 2015; Morera i in., 2011; Nombela
iin., 2018, 2019; Puente-Marin i in., 2019; Tavares-Dias, 2006; Tavares-Dias i in., 2007).
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4. UZASADNIENIE I CELE PRACY

Pstrag teczowy jest gtdéwnym gatunkiem hodowlanym wsrdd ryb w Polsce oraz
jednym z wazniejszych w Europie i na $wiecie. W zwigzku zwigkszajaca sie ludzka
populacja, a w efekcie wzrostem zapotrzebowania na biatko, szacuje si¢, ze popyt na biatko
pochodzenia rybiego bedzie rost. Zwigkszona $wiadomos$¢ w zakresie dobrostanu oraz
warunkow hodowli zwierzat doprowadzita do zmian legislacyjnych, obejmujacych rowniez
zwierzgta akwakultury, ktore to zmiany ktada szczegolny nacisk na dziatania profilaktyczne.
Ponadto rola dziatan profilaktycznych jest tym bardziej istotna, ze ze wzgledu na postepujace
zmiany Kklimatyczne oraz transmisj¢ transgraniczng zwigzang z handlem globalnym,
zwigkszaja si¢ zasiegi wystepowania patogendéw. Podstawowym rodzajem dziatania
profilaktycznego w protokotach postgpowania zdrowotnego gospodarstw akwakultury
sa kapiele profilaktyczne. W praktyce lekarsko-weterynaryjnej dostgpna jest dosc
ograniczona liczba substancji mozliwych do zastosowania, niektore z nich stosowane s3
czesciej niz inne. Do takich substancji zaliczany jest chlorek sodu, ktory cieszy si¢ opinia
panaceum. Jednakze aby nie zaszkodzi¢ zwierzgtom i aby nie powodowac¢ nadmiernych
kosztow srodowiskowych zwigzanych z utylizacja uzytych substancji, kapiel profilaktyczna
powinna by¢ dostosowana do sytuacji, przy rozwazeniu wszystkich argumentéw
przemawiajacych zarowno przeciwko, jak i za jej zastosowaniem. W zwigzku
z przedstawionymi faktami, oraz brakiem w literaturze badan poréwnawczych, zaistniata
konieczno$¢ okreslenia wplywu kapieli profilaktycznych na stan zdrowia pstraga teczowego.
Analize w tym kierunku przeprowadzono na podstawie oceny obrazu patomorfologicznego

wybranych narzagdéw wymienionego gatunku.

Przeprowadzone badania maja na celu:

- okreslenie wptywu kapieli profilaktycznej z formaldehydem na obraz
patomorfologiczny skory i skrzeli klinicznie zdrowych ryb,

- okreslenie wplywu kapieli profilaktycznej z chlorkiem sodu na obraz
patomorfologiczny skory i skrzeli klinicznie zdrowych ryb,

- okreslenie wplywu kapieli profilaktycznej z siarczanem miedzi (II) na obraz
patomorfologiczny skory i skrzeli klinicznie zdrowych ryb,

- poréwnanie wpltywu jednorazowego i wielokrotnego stosowania kapieli
profilaktycznych z chlorkiem sodu, formaldehydem i siarczanem miedzi (I1) na obraz

patomorfologiczny skory i skrzeli klinicznie zdrowych ryb.
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5. MATERIALY | METODY

5.1. Zwierzeta

W doswiadczeniu wykorzystano narybek pstraga teczowego w wieku 0+
0 $redniej masie 88,87+32,53 g (min. 26 g, max. 246 g) i sredniej catkowitej dtugosci
ciata 20,35+2,53 cm (min. 13 cm, max. 29,5 cm). Zwierzeta pochodzily z ,,O$rodka
Hodowli Pstraga” w Kurkach, nalezacego do Gospodarstwa Rybackiego spotki
Szwaderki. Zwierzeta po transporcie zostaty umieszczone losowo w 12 basenach (baseny
numerowane od 1 do 12), po n = 30 osobnikéw w kazdym z basenéw (Ryc. 28). Ryby
adaptowane byty przez 7 dni w obiegu przeptywowym w ,,Pracowni Diagnostyki Chorob
Ryb, Plazéw i Gadow” Katedry Epizootiologii Wydzialu Medycyny Weterynaryjne;j
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Na 48 godzin przed rozpoczgciem
doswiadczenia zaprzestano podawania pokarmu. W okresie adaptacyjnym $rednia
temperatura wody w obiegu wynosita 10,2+0,3°C, pH 8,2+0,1, $rednie natlenienie
8,88+0,96 mg O2 I"* przy saturacji 80,7+8,5%, $rednie zasolenie catkowite 0,29+0,01 ppt,

przy $redniej przewodnosci 611+17 pS cm™2,

Ryc. 28) Obieg doswiadczalny.
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5.2. Grupy doswiadczalne

Zaplanowano podzial pstragdéw teczowych na 12 grup do§wiadczalnych pon=10
osobnikow, w trzech powtorzeniach, co daje sumaryczng liczbg zwierzat n = 360.
Poszczegdlne baseny zostaty przydzielone do grup doswiadczalnych losowo przy
pomocy rzutu kos$cig cztero$cienng z wykorzystaniem aplikacji ,,RPG Simple Dice”
(https://play.google.com/store/apps/details?id = com.ccp.rpgsimpledice&hl = pl wersja
zdn. 14. grudnia 2017 r.). Schematyczne przedstawienie rozmieszczenia grup

doswiadczalnych w basenach przedstawiono na Ryc. 29.

Przyjeto nastgpujace oznaczenie literowe grup:
- grupa kontrolna — K,
- kapiel z chlorkiem sodu (NaCl) — N,
- kapiel z formaldehydem (CH.O) —F,
- kapiel z siarczanem miedzi (II) (CuSOg)— C.

Ponadto kazda grupa otrzymala oznaczenie liczbg rzymska, zalezng od czasu
pobrania proby:
- O—1 1,
- 24 godziny - IV, V, VI,
- 48 godzin— VII, VIII, IX.

Oznacza to, ze w pojedynczym basenie wykorzystana byta tylko jedna substancja
1 z kazdego zbiornika ryby pobierano trzykrotnie, co 24 godziny. Dodatkowo czas
pobrania proby odpowiada wielokrotno$ci zastosowania badanego srodka:
- 0 - jednokrotnie,
- 24 — dwukrotnie,

- 48 —trzykrotnie.

60



Ryc. 29) Diagram rozmieszczenia ryb w poszczegolnych grupach doswiadczalnych w basenach.
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5.3. Przebieg kqpieli

Kapiel doswiadczalng przeprowadzono w basenach wedlug nastepujacej
procedury (Ryc. 30):
- zamknigcie przeplywu na 30 minut 1 wlgczenie napowietrzania,
- dodanie badanego $rodka i wymieszanie wody,

- wlaczenie przeptywu na 30 minut.

DODANIE
SRODKA

PRZEPLYW PRZEPLYW

BRAK NAPOWIETRZANIA

BRAK NAPOWIETRZANIA >

Ryc. 30) Diagram procedury kqpieli.

Zastosowano dawki standardowo stosowane w praktyce rybackiej do
przeprowadzania kapieli profilaktycznych (Antychowicz, 2007; Noga, 2010; Terech-
Majewska i in., 2010):

brak dodawanego $rodka — K,

dodatek NaCl 20 kg m (20 g I}, 20%0) — N,

- dodatek CH20 0,25 kg m (250 ml m™, 0,25 ml I}, 250 ppm) — F,
- dodatek CuSO4 0,003 kg m= (3 g m=, 3 mg I}, 3 ppm) — C.

Procedura zamkniecia przeptywu wody na 30 minut i wlgczenia napowietrzania,

wymieszania wody i wlaczenia przeptywu na 30 minut zostata zachowana takze w grupie
kontrolnej. W trakcie kapieli w pigtnastominutowych odstgpach monitorowano przy
pomocy sondy HACH SL1000 oraz analizatora AZ 8603 podstawowe parametry wody

(temperature, pH, zawarto$¢ tlenu, saturacje¢ tlenu, zasolenie catkowite, przewodnosc).

62



5.4. Pomiary hiometryczne i wskazniki narzqdowe

Po zakonczeniu procedury kapieli, ryby odtawiano i poddawano eutanazji przy
pomocy mesylanu trikainy (metanosulfonian 3-aminobenzoesanu etylu, MS-222)
w dawce 250 mg I, Mesylan trikainy jest preparatem zalecanym przez American
Veterinary Medical Association do wykonywania eutanazji ryb lososiowatych oraz
dopuszczonym do stosowania u ryb (Noga, 2010; Velisek i in., 2011; Zelazny i Gomutka,
2015). Ryby nastgpnie byly wazone (waga laboratoryjna RADWAG WPT 6CF)

i mierzone (Ryc. 31). Kazdemu zwierzgciu przypisano indywidualny kod, umozliwiajacy

integracj¢ wszystkich otrzymanych wynikow.

Ryc. 31) Procedura wazenia i mierzenia ryb po eutanazji.

Po pobraniu tkanek do analizy histopatologicznej ryby wytrzewiano na szalki
Petriego. Przy uzyciu wagi laboratoryjnej z zewngtrzng kalibracia RADWAG WPS
110/C/2 wazono calg zawarto$¢ jamy trzewnej, oraz oddzielnie watrobg i $ledziong.
Ze wzgledu na wiek ryb, gonady u wszystkich byly we wczesnej fazie rozwoju,

W zwigzku z tym masa gonad byla niemierzalna i niemozliwe bylo ustalenie pici na
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podstawie morfologii gonad. Na podstawie zebranych danych wyliczono narzadowe
wskazniki kondycji. Wyliczono wspoétczynnik kondycji K, zwany tez wspotczynnikiem
Fultona (Rownanie 3), wyrazajacy stosunek masy ciata (W) w gramach do dlugosci
(I, w centymetrach). Wspotczynnik Fultona §wiadczy o kondycji zwierzat i ich ogélnym
stanie odzywienia. Jest powszechnie stosowany u ryb lososiowatych, a jego warto$é

u pstraga teczowego powinna by¢ bliska jednosci (Opuszynski, 1983).

Rownanie 3) Wzér na wspétczynnik Fultona (za Opuszynski, 1983).

W x 100
K=Z—3

Na podstawie catkowitej masy narzadéow wewngtrznych wyliczono wskaznik trzewny
(Rownanie 4), zwany wiscerosomatycznym VSI (ang. viscerosomatic index), wyrazajacy

stosunek masy trzewi (Wv, w gramach) do masy ciata (W, w gramach).

Rownanie 4) Wzor na wskaznik trzewny VSI (za Barton i in., 2002; Goede i Barton, 1990; Morgan i lwama, 1997).

Ponadto obliczono wskaznik watrobowy (Roéwnanie 5), zwany hepatosomatycznym HSI
(ang. hepatosomatic index), wyrazajacy stosunek masy watroby (WH, W gramach)

do masy ciata (W, w gramach).

Rownanie 5) Wzor na wskaznik wgtrobowy HSI (za Barton i in., 2002; Goede i Barton, 1990; Morgan i Iwama, 1997).

Obliczono tez wskaznik §ledzionowy (Rownanie 6), zwany splenosomatycznym SSI
(ang. splenosomatic index), wyrazajacy stosunek masy $ledziony (Ws, w gramach)

do masy ciata (W, w gramach).

Rownanie 6) Wzor na wskaznik $ledzionowy SSI (za Barton i in., 2002; Goede i Barton, 1990; Morgan i Iwama, 1997).

W x 100

SSI
w
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5.5. Pohor tkanek i obrobka histopatologiczna

W jak najkréotszym czasie od $mierci pobierano do badan histopatologicznych
fragment trzeciego lewego tuku skrzelowego oraz fragment skory na wysokosci konca
pletwy grzbictowej, 1 cm nad i pod linig naboczng, ktore umieszczano w numerowanych
kasetkach histologicznych i utrwalano przez 24 godziny w roztworze Davidsona
(formulacja wg Fournie i in., 2000). Jest to utrwalacz zaliczany do grupy tzw. kwasnych
utrwalaczy, b¢dacy mieszaning formalinowo-kwasowo-alkoholowg (ang. FAA,
Formalin—Acid-Alcohol). Jest to roztwor dedykowany tkankom ryb, o tagodnych
wilasciwosciach odwapniajacych i zachowujacy morfologie tkanek zdecydowanie lepiej
niz buforowana formalina czy ptyn Bouina (Fournie i in., 2000; Miki i in., 2018; Ulucan
I in., 2019; Wolf i in., 2015). Utrwalone skrawki poddano standardowej obrobce

histopatologicznej, a kolejno$¢ procesow przedstawiono na Ryc. 32.

O0CENA

Ryc. 32) Diagram blokowy procesu obrobki histopatologicznej skory i skrzeli ryb.

Utrwalone tkanki trzykrotnie przeptukano w 70% roztworze alkoholu (procedura
wedtug Zawistowskiego, 1975) i poddano odwodnieniu w szeregu alkoholi od stezenia
poczatkowego 70% z wykorzystaniem automatycznego procesora tkankowego (Leica
TP102), wedlug skroconego programu czasowego:

— alkohol 70% — 2 godziny,

— alkohol 85% — 2 godziny,

— alkohol absolutny — 2 godziny,

— ksylen + alkohol absolutny (1:1) — 2 godziny,
— ksylen — 2 godziny,

— ksylen — 2 godziny,

— ksylen — 2 godziny,

— parafina — 2 godziny,

— parafina — 2 godziny.
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Po wyjeciu z procesora kasetki byly umieszczane w wypetlionych ptynna
parafing porcelanowych parowniczkach w cieplarce laboratoryjnej (Pol-Eko CL32)
w temperaturze 60°C, a nastepnie zatapiane w bloczki parafinowe przy uzyciu centrum
do zatapiania bloczkow parafinowych (Leica EG1150 H) i stolika chtodzacego (Leica
EG1150 C). Kazdy bloczek zostal zakodowany przez przydzielenie losowo
pieciocyfrowego numeru identyfikacyjnego. Gotowe bloczki parafinowe mrozono
w temperaturze -20°C przez 24 godziny, po czym skrajano na mikrotomie rotacyjnym
(Leica RM2255) w skrawki grubosci 5 um i nanoszono na szkietka. Nastepnie szkietka
umieszczano w cieplarce laboratoryjnej (Pol-Eko CL32) w temperaturze 60°C
na 20 minut, po czym barwiono hematoksyling-eozyna (HE) w programowalnym
aparacie barwigcym (Leica ST5010 Autostainer XL) zgodnie z zaleceniami Bancroft
i Layton (2019), przy zastosowaniu programu:

— ksylen — 5 minut,

— ksylen — 5 minut,

— ksylen — 5 minut,

— alkohol 96% - 3 minuty,

— alkohol 80% — 3 minuty,

— alkohol 50% — 3 minuty,

— woda demineralizowana — 1 minuta,
— hematoksylina — 20 minut,

— woda demineralizowana — 15 minut,
— woda demineralizowana — 15 minut,
— eozyna—5 minut,

— woda demineralizowana — 5 minut,
— alkohol 50% — 20 sekund,

— alkohol 80% — 2 minuty,

— alkohol 96% — 3 minuty,

— aceton — 20 sekund,

— ksylen — 2 minuty,

— ksylen — 2 minuty,

— ksylen — 2 minuty.
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Skrawki skory ponadto barwiono bigkitem alcjanskim z kwasem nadjodowym

I odczynnikiem Schiffa (AB/PAS, ang. alcian blue/periodic acid-Schiff) wedlug

zmodyfikowanego protokotu Layton i Bancroft (2019), przy zastosowaniu programu:

ksylen — 3 minuty,

ksylen — 2 minuty,

ksylen — 2 minuty,

alkohol 96% - 2 minuty,

alkohol 80% — 2 minuty,

alkohol 50% — 2 minuty,

woda demineralizowana — 2 minuty,

blekit alcjanski pH 2,5 — 10 minut,

ptukanie wodg demineralizowana — 5 minut,
woda demineralizowana — 1 minuta,

kwas nadjodowy — 5 minut,

ptukanie woda demineralizowang — 5 minut,
odczynnik Schiffa — 20 minut,

plukanie wodg demineralizowang — 10 minut,
hematoksylina Mayera — 2 minuty,

woda demineralizowana — 1 minuta,
plukanie woda demineralizowang — 5 minut,
alkohol 50% — 20 sekund,

alkohol 80% — 2 minuty,

alkohol 96% — 3 minuty,

aceton — 20 sekund,

ksylen — 2 minuty,

ksylen — 2 minuty,

ksylen — 2 minuty.

Wybarwione preparaty nastepnie pokrywano syntetyczng zywicg niepolarng

(DPX, Sigma-Aldrich) i nakrywano szkietkami nakrywkowymi. Wszystkim preparatom

przypisano losowy, pieciocyfrowy kod.
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5.6. Ocena preparatow

Przed dokonaniem oceny preparatow, wykalibrowano ustawienia programu NIS-
Elements Br (Nikon) dla poszczegolnych powigkszen obiektywow, ktore przedstawia
Tab. 5.

Tab. 5) Ustawienia programu NIS-Elements Br dla poszczegélnych powigkszen obiektywu.

Balans bieli

Czas -§

3, | Powigkszenie . . Czulos¢ &

o ) naswietlania Czerwony  Zielony ~ Niebieski ~ Warfos¢  Warfos¢ B

= | obiektywu matrycy 3

[ms] r 6 A czerni bieli =

<

4x 3 1 1,79 1,00 1,17 55 230 1

s 10 x 4 1 1,76 1,00 1,18 25 235 1

S 20 x 8 1 1,77 1,00 1,20 40 255 ]

40 x 20 1 1,85 1,00 1,16 10 255 1

4x 2 1 1,83 1,00 1,18 65 215 1

S 10 x 4 1 1,80 1,00 1,19 60 240 1
N

S 20 x 8 1 1,77 1,00 1,20 120 250 1

40 x 15 1 1,83 1,00 1,15 20 235 1

Gotowe preparaty analizowano i oceniano przy uzyciu mikroskopu §wietlnego
(Nikon Eclipse 80i) wedtug metody potilosciowej wg Bernet i in., 1999. Ocenie poddano
najpierw zakodowane skrawki z grup kontrolnych, aby wyznaczy¢ wzorzec normy.
Nastepnie wymieszano je z pozostatymi zakodowanymi skrawkami i oceniono ,,na §lepo”
wszystkie skrawki. W ten sposob zwiekszono obiektywno$¢ badania, a podwdjna analiza

preparatow z grupy kontrolnej wykazata powtarzalno$¢ oceny.

Potilosciowa metoda oceny wg Bernet i in., 1999, polega na przypisaniu kazdej
obserwowanej zmiany histopatologicznej do odpowiedniego wzorca reakcji, a nastgpnie
okreslenia jej wskaznika istotnos$ci oraz dokonania oceny stopnia nasilenia zmiany
I rozmieszczenia jej w preparacie. Spis mozliwych zmian histopatologicznych
wystepujacych w skorze, zebrano w Tab. 6, z kolei zmian wystepujacych w skrzelach —
w Tab. 7. Dodatkowo podkresleniem zaznaczono zmiany morfologiczne, ktére maja
istotne znaczenie diagnostyczne, ale wpisuja si¢ w poszczegodlne wzorce reakcji tkanki.
Ze wzgledu na przedstawiony fakt, dla tych zmian przeprowadzona jest wylacznie ocena

punktowa i nie wchodza one w sktad wyliczanych wspotczynnikow.
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Wzorzec reakcji ., okresla, jaki charakter patomorfologiczny ma dana zmiana

1 wyrdznia:

zaburzenia krazenia (indeks ¢, ang. circulatory disturbances),
zmiany wsteczne (indeks r, ang. regressive changes),
zmiany postgpowe (indeks p, ang. progressive changes),
zmiany zapalne (indeks j, ang. inflammation),

zmiany nowotworowe (indeks 1, ang. tumour).

Wskaznik istotnosci zmiany Worg rp aic (9dzi€ o to oceniany narzad, . t0

wzorzec reakcji, a ,;; to oceniana zmiana) odzwierciedla znaczenie danej zmiany

dla funkcjonowania tkanki. Dla danego rodzaju zmiany jest staty i przyjmuje wartos¢ od

1do 3:

1 — minimalne znaczenie patologiczne; zmiana w pelni odwracalna, jezeli czynnik
wywolujacy ustapi;

2 — umiarkowane znaczenie patologiczne; zmiana w wigkszosci przypadkoéw
odwracalna, jezeli czynnik wywotujacy ustapi;

3 — znaczna istotno$¢ patologiczna; zmiana jest praktycznie nieodwracalna,

prowadzi do catkowitej lub czgsciowej utraty funkcjonalnosci przez narzad.

Ocena punktowa agrgrpaic Uwzglednia nasilenie i rozmieszczenie zmiany

W preparacie, przyznawana jest przez oceniajgcego w skali od 0 do 6:

0 — brak,
2 —tagodne,
4 — umiarkowane,

6 — intensywne.

Na wyniki oceny punktowej dodatkowo natozono mapg cieplna, wykorzystujaca

automatycznie generowang skalg¢ kolorystyczng typu YIOrRd dla 7 odcieni
(http://soliton.vm.bytemark.co.uk/pub/cpt-city/cb/seg/tn/YIOrRd_07.png.index.html,

dostep 14. lutego 2021 r.). Im wyzsza ocena punktowa, tym intensywniejszy kolor tla.

Po wuzupelieniu tabeli dla kazdego preparatu mozliwe jest obliczenie

poszczegbdlnych wspotczynnikow wzorcow reakcji, wspotczynnika reakcji narzadu,

catkowitych wspotczynnikow wzorcow reakcji, oraz catkowitego wspotczynnika reakcji.
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Tab. 6) Pétilosciowa ocena zmian wystepujgcych w skdrze (za Bernet iin., 1999).

Wzorzec Jednostka Zmiana Wskainik Ocena Wspétczynnik
reakgji funkcjonalna istotnosci punktowa wzorca
tkanki reakji
Zaburzenia Krwotok/ przekrwienie/ tetniak Wia =1 asa Isc
krgZenia
Obrzek Wso =1 ase2
Zmiany Nabtonek Imiany strukturalne W =1 aski Ik
wsteczne
Imiany w cytoplazmie Were =1 Usk2
Gromadzenie substangji Wsgs = 1 ask3
Imiany w jgdrach komérkowych Were =12 UsRe
Lanik Wss = 2 sk
Martwica Wsps = 3 asRe
Btona Uszkodzenia Wy =2 ask7
podstawna
Tkanka Imiany strukturalne Wsgs = 1 Qsks
podporowa
Imiany w cytoplazmie Wsre =1 askg
Gromadzenie substangji Wsrio =1 asri0
Imiany w jqdrach komérkowych Wi =2 skl
Lanik Wariz =2 Uski2
Martwica Wsris =3 aski3
Zmiany Nabtonek Przerost W =1 Usp Isp
postgpowe
Rozrost Wy =2 asp2
Rozrost komoérek Sluzowych
Tkanka Przerost Weps =1 {sp3
podporowa
Rozrost Weps =2 Usp4
Zmiany zapalne Wysigk Wsn =1 asi lsi
Aktywacja ukladu fagocytarnego Wa =1 asi2
Naciek zapalny Wai3 =2 asi3
Zmiany Nowotwor fagodny W =12 asn Ist
nowotworowe
Nowotwar ztosliwy Was =3 ast3

Iss
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Tab. 7) Pétilo$ciowa ocena zmian wystepujqcych w skrzelach (za Bernet i in., 1999).

Wzorzec Jednostka Zmiana Wskainik Ocena Wspétczynnik
reakgji funkcjonalna istotnosci punktowa wzorca
tkanki reakji
Zaburzenia Krwotok/ przekrwienie/ tetniak Wea =1 aea lec
krgZenia
Przesigk Wer =1 e
Zmiany Nabtonek Imiany strukturalne Wer =1 ari ler
wsteczne
Imiany w cytoplazmie Werz = 1 L[
Gromadzenie substangji Wers =1 ([7H
Imiany w jgdrach komérkowych Wers =2 L
Lanik Wers = 2 UeRs
Martwica Wers = 3 UG
Uszkodzenie komérek podporowych
Tkanka Imiany strukturalne Werr = 1 ([7Y
podporowa
Imiany w cytoplazmie Wers = 1 s
Gromadzenie substangii Wery =1 Ry
Imiany w jqdrach komérkowych Werio = 2 aeRI0
Lanik Wern =2 eIl
Martwica Weriz =3 aeRI2
Zmiany Nabtonek Przerost Wer =1 agel ler
postgpowe
Rozrost Wer =2 ([
Tkanka Przerost Wers = 1 a3
podporowa
Rozrost Weps =2 Ugp4
Zmiany zapalne Wysigk Wen =1 agn lei
Aktywacja ukladu fagocytarnego We =1 ([}
Naciek zapalny Weiz =2 Uei3
Zmiany Nowotwor fagodny Wen =2 acn lor
nowotworowe
Nowotwor ztosliwy Wers =3 ter3
lex
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Wspotczynnik wzorca reakcji lorgrp JeSt sumg iloczynow wskaznika istotnosci
i oceny punktowej poszczegolnych zmian w obrebie danego wzorca reakcji (ROwnanie
7). Oznacza si¢ go w indeksie dolnym nazwa badanego narzadu (w skorze przyjmuje
oznaczenie s od pierwszej litery ang. skin czyli skéra, a w skrzelach ¢ od

ang. gills czyli skrzela) i odpowiednig nazwa danego wzorca reakcji .

Rownanie 7) Wspdtczynnik wzorca reakeji (za Bernet iin., 1999).

Iorg.rp = Z (aorg rp alt X Worg rp alt)
alt

gdzie org = narzad (const.); rp = wzorzec reakcji; alt = zmiana; a = ocena punktowa; w =

wskaznik istotnosci.

Suma wszystkich wspotczynnikéw wzorcoéw reakcji w jednym narzadzie jest

rowna wspotczynnikowi reakcji narzadu Iog a sposob jego obliczania przedstawia

(Rownanie 8):

Réwnanie 8) Wspétczynnik reakcji narzqdu (za Bernet i in., 1999).

Iorg. = z z (aorg rp alt X Worg rp alt)
rp

alt

gdzie org = narzad (const.); rp = wzorzec reakcji; alt = zmiana; a = ocena punktowa; w =

wskaznik istotnosci.

Wspdtezynnik reakcji narzadu I,z odzwierciedla stopien zniszczenia danego
narzadu. Jest sumg iloczynéw wskaznikéw istotnosci i ocen punktowych wszystkich
zmian obserwowanych w danym narzadzie. Wysoka wartos¢ wspotczynnika
lorg, $Wiadczy o znacznym uszkodzeniu narzadu, a jej obliczenie umozliwia poréwnanie
stopnia uszkodzenia danego narzadu pomigdzy poszczegdlnymi osobnikami.
Wspotczynnik reakcji narzadu dla skory przyjmuje oznaczenie Isg, a dla skrzeli przyjmuje

oznaczenie lgs.

W przypadku oceny wigcej niz jednego narzadu mozliwe jest rowniez obliczenie
catkowitego wspotczynnika danego wzorca reakcji Iy, (Rownanie 9). Wspotczynnik ten
przedstawia rodzaj zmian histologicznych we wszystkich badanych narzadach

pojedynczej ryby. Stanowi sumeg odpowiednich wspotczynnikéw wzorcow reakcji
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wszystkich badanych organow ryby. Korzystanie z tego wspolczynnika umozliwia

poréwnanie réznych osobnikow.

Rownanie 9) CatoSciowy wspdtezynnik wzorca reakeji (za Bernet i in., 1999).

Irp = Z Z (aorg rp alt X Worg rp alt)

org alt
gdzie org = narzad (const.); rp = wzorzec reakcji; alt = zmiana; a = ocena punktowa; w =

wskaznik istotnosci.

Ponadto w sytuacji oceniania wigcej niz jednego narzadu mozliwe jest obliczenie
calosciowego wspotczynnika oceny histologicznej Tot1 (Rownanie 10). Stanowi on
miare ogolnego stanu zdrowia w oparciu o zmiany histologiczne. Oblicza si¢ go przez
zsumowanie wszystkich wspotczynnikéw reakcji  narzadéw pojedynczej ryby.
W zwiazku z faktem, Ze catoSciowy wspotczynnik oceny histologicznej jest obliczany w
ten sam sposob dla kazdej ryby, to rowniez umozliwia poréwnanie stanu zdrowia migdzy

badanymi osobnikami.

Rownanie 10) CatoSciowy wspotczynnik oceny histologicznej (za Bernet i in., 1999).

Totl = z z z (aorg rp alt X Worg rp alt)

org rp alt
gdzie org = narzad (const.); rp = wzorzec reakcji; alt = zmiana; a = ocena punktowa; w =

wskaznik istotnosci.
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5.7. Analizy statystyczne

Analizy statystyczne przeprowadzono w programie Statistica 13.3 (StatSoft
Polska Sp. z 0.0. 2021). Parametry wody odnotowywane w trakcie trwania doswiadczenia
przeanalizowano korzystajac z testu Shapiro-Wilka i testu Levene’a, ktorymi wykazano
odpowiednio brak normalno$ci rozktadu i jednorodno$ci wariancji. Poréwnania
statystyczne parametrow wody przeprowadzono wykorzystujgc nieparametryczny test
analizy wariancji ANOVA rang Kruskala-Wallisa, a w przypadkach stwierdzenia
istotnosci statystycznej, przeprowadzono dalszg analiz¢ statystyczng przy uzyciu testu
post-hoc poréwnan wielokrotnych Dunna, w celu znalezienia doktadnych rdznic
pomiedzy parametrami wody w badanych grupach. Zatozono poziom istotnosci testow
a = 0,05. Wzajemne powigzania pomiedzy zasoleniem i1 przewodnoscia, oraz
natlenieniem i saturacjg obliczono na podstawie korelacji liniowej prostej (r Pearsona),

zalozonoO poziom istotnosci testow o = 0,05.

W przypadku pomiaréw biometrycznych i wskaznikow narzadowych obliczono
podstawowe statystyki opisowe. Wskazniki narzadowe z zalozenia nalezag do cech
jakosciowych; w zwigzku z czym do poréwnan statystycznych ryb w badanych grupach
wykorzystano nieparametryczny test analizy wariancji ANOVA rang Kruskala-Wallisa.

Zatozono poziom istotnos$ci testow a = 0,05.

Dane uzyskane na podstawie oceny histopatologicznej wg Bernet i in. (1999),
z zatozenia naleza do cech jako$ciowych; testem Shapiro-Wilka i testem Levene’a
potwierdzono odpowiednio brak normalnosci rozktadu i jednorodnosci wariancji.

Poréwnania statystyczne wspolczynnikow wzorcoOw reakcji | calkowitych

org.rp
wspotezynnikow danego wzorca reakcji Ipp, wspotezynnikow reakeji narzadu Iopg,
oraz catoSciowego wspoétczynnika oceny histologicznej TotI przeprowadzono
wykorzystujac nieparametryczny test analizy wariancji ANOVA rang Kruskala-Wallisa,
a w przypadkach stwierdzenia istotnosci statystycznej, przeprowadzono dalszg analize
statystyczng przy uzyciu testu post-hoc poréwnan wielokrotnych Dunna, w celu
znalezienia doktadnych roznic pomiedzy pstraggami tgczowymi w badanych grupach.

Zatozono poziom istotnos$ci testow a = 0,05.
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6. WYNIKI

6.1. Parametry wody w trakcie doswiadczenia

Podstawowe  parametry wody  monitorowano w  trakcie  kapieli
W pigtnastominutowych odstgpach, oznaczonych na Ryc. 33-38 czasem pobrania proby
(0, 24, 48) i wyrdznikiem t1-t4. Srednie zmiany temperatury wody w trakcie trwania
doswiadczenia przedstawiono na Ryc. 33. Zaobserwowano nieznaczny wzrost
usrednionej temperatury, jednakze nie byt on istotny statystycznie: H (df = 3, N = 48) =
9,16, p = 0,03.

Temperatura
11,00
10,800

10,600 TSP TP

10400 / ........ 'y\’\

10,200

o~ 10,00
9,800
9,600
9,400
9,200

9,00
011 012 013 014 2411 2412 2413 2414 48 11 48 12 4813 48 14

K $rednia  eeeecee F $rednia N $rednia (drednia e temp. 0géina

Ryc. 33) Wykres zmian temperatury wody w trakcie trwania doSwiadczenia.

Srednie wahania pH wody w trakcie trwania do$wiadczenia przedstawiono
na Ryc. 34. Zaobserwowano nieznaczny wzrost usrednionego pH. Pomigdzy grupami
kontrolnymi, grupami z kapiela z dodatkiem formaldehydu i grupami z dodatkiem
siarczanu miedzi (1) nie wykazano istotnych statystycznie réznic, ale $rednie pH
w grupie z dodatkiem NaCl bylo istotnie nizsze niz w pozostatych grupach, H (df =3, N
= 48) = 28,16, p = 0,00001.
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Ryc. 34) Wykres zmian pH wody w trakcie trwania doSwiadczenia.

Srednie natlenienie wody wyrazone w mg O I'* w trakcie trwania do$wiadczenia
przedstawiono na Ryc. 35. Zaobserwowano nieznaczny wzrost usrednionego natlenienia.
Pomigdzy grupami kontrolnymi, grupami z kapiela z dodatkiem formaldehydu i grupami
z dodatkiem siarczanu miedzi (Il) nie wykazano istotnych statystycznie roznic,
srednie pH w grupie z dodatkiem NaCl byto istotnie wyzsze niz w pozostatych grupach:
H (df = 3, N =48) = 11,04, p = 0,012.

Natlenienie
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XL

8,000

6,000

0, mg/l
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K $rednia e eeeee Firednia Nsrednia  eeeeee (Srednia e tlen ogdlny

Ryc. 35) Wykres zmian natlenienia wody w trakcie trwania dos$wiadczenia.
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Srednia saturacja wody tlenem wyrazona w % w trakcie trwania do$wiadczenia
zostala przedstawiona na Ryc. 36. Zaobserwowano nieznaczny wzrost usrednionej
saturacji, korelujacy z natlenieniem (N = 48, r = 0,99, p = 0,001). Pomiedzy grupami
kontrolnymi, grupami z kapiela z dodatkiem formaldehydu i grupami z dodatkiem
siarczanu miedzi (II) nie wykazano istotnych statystycznie rdznic, $rednia saturacja
w grupie z NaCl byta istotniec wyzsza jedynie od grup z dodatkiem formaldehydu:
H (df = 3, N =48) = 10,74, p = 0,013.

Saturacja tlenu
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X 50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
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011 012 013 04 2411 2412 2413 2414 48 11 48 12 4813 48 14

K$rednia  eeeeee F $rednia N $rednia (drednic e satyracja 02 ogdlna

Ryc. 36) Wykres zmian saturacji wody tlenem w trakcie trwania doswiadczenia.

Srednie zasolenie ogdlne wody wyrazone w ppt w trakcie trwania do$wiadczenia
zostato przedstawione na Ryc. 37. Dla grupy z dodatkiem NaCl zastosowano dodatkowa
prawg skale Y. Zaobserwowano nieznaczny spadek usrednionego zasolenia. Pomiedzy
grupami kontrolnymi, grupami z kapiela z dodatkiem formaldehydu i grupami
z dodatkiem siarczanu miedzi (Il) nie wykazano istotnych statystycznie roznic.
Ze wzgledu na dodatek NaCl $rednie zasolenie wody w grupie z NaCl bylo znaczgco
wyzsze niz w pozostatych grupach: H (df = 3, N = 48) = 18,94, p = 0,0003.
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Ryc. 37) Wykres zmian zasolenia wody w trakcie trwania doSwiadczenia.

Srednia przewodnos$¢ wody wyrazona w pS cm w trakcie trwania do$wiadczenia
zostala przedstawiona na Ryc. 38. Dla grupy z dodatkiem NaCl zastosowano dodatkowa
prawa skalg Y. Przewodno$¢ zgodnie z oczekiwaniami korelowala z zasoleniem (N = 48,
r =0,99, p = 0,001). Zaobserwowano nieznaczny spadek usrednionej przewodno$ci.
Pomigdzy grupami kontrolnymi, grupami z kapielg z dodatkiem formaldehydu 1 grupami
z dodatkiem siarczanu miedzi (II) nie wykazano istotnych statystycznie rdznic.
Ze wzgledu na dodatek NaCl srednia przewodnos$¢ w grupie z NaCl byta znaczaco wyzsza

niz w pozostatych grupach: H (df = 3, N = 48) = 22,19, p = 0,0001.

Przewodnosc
640 40000
630 35000
620 . 30000
610 - — e
®0ee, 0" ., n .._.‘"“*'m' ‘."°-.o.....‘..,° 25000
600 S R LT LTI T T T T rrresh, X 4
g AN ’\/ 20000
590 . T
. ot 15000
580 TR P
570 10000
560 5000
550 0

0tl 012 013 0t4 2411 2412 2413 2414 4811 4812 4813 4814

K$rednia  eeeeee Férednin  eceecee (Srednic e nrzewodno$¢ ogélna N $rednia

Ryc. 38) Wykres zmian przewodnosci wody w trakcie trwania doSwiadczenia.
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6.2.

Pomiary biometryczne i wskazniki narzqdowe

Srednia masa badanych ryb wynosita 88,87+32,53 g, a wspotczynnik zmiennosci

CV wynibst 36,51%. Szczegdtowe dane z podziatem na grupy przedstawia Tab. 8.

Tab. 8) Statystyki opisowe masy badanych ryb z podziatem na grupy.

CZAS GRUPA K F N C

Srednia 92,17 75,40 83,87 92,73
Minimum 32,00 26,00 26,00 42,00

2 Maksimum 166,00 154,00 168,00 158,00
Odchylenie standardowe 33,77 33,83 31,87 25,57
Srednia 93,40 92,67 84,60 77,80

24 Minimum 46,00 46,00 42,00 50,00
Maksimum 134,00 152,00 150,00 146,00
Odchylenie standardowe 23,40 31,12 29,18 20,60
Srednia 99,47 98,07 88,53 87,73
Minimum 30,00 38,00 40,00 42,00

it Maksimum 246,00 180,00 148,00 152,00
Odchylenie standardowe 47,1 39,48 27,71 33,54

Srednia dfugo$é¢ badanych ryb wynosita 20,35+2,53 cm, a wspotczynnik

zmiennosci CV wyniost 12,45%. Szczegotowe dane z podziatem na grupy przedstawia

Tab. 9.

Tab. 9) Statystyki opisowe diugosci badanych ryb z podziatem na grupy.

CZAS GRUPA K F N C

Srednia 20,3 19,3 20,2 20,8
Minimum 14,0 13,0 14,5 16,0

L Maksimum 25,5 25,0 25,0 24,5
Odchylenie standardowe 2,1 2,8 25 19
Srednia 20,4 20,4 20,2 19,6

- Minimum 15,0 15,0 16,0 15,0
Maksimum 25,0 245 24,0 24,5
Odchylenie standardowe 22 24 2,1 1,9
Srednia 21,1 21,1 20,4 20,5

T Minimum 14,0 15,0 17,0 17,0
Maksimum 29,5 26,0 245 26,0
Odchylenie standardowe 34 3,2 2,1 2,6
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Mediana wspotczynnika kondycji Fultona badanych pstragow teczowych
wynosita 0,998, a wspotczynnik zmiennosci CV = 13,19%. Szczegélowe dane
z podziatem na grupy przedstawia Ryc. 39. Nie wykazano istotnych statystycznie roznic
pomiedzy badanymi grupami: H (df = 11, N = 360) = 33,028, p = 0,08.

Mediana wspotczynnika wiscerosomatycznego badanych pstragdéw teczowych
wynosita 9,50, a wspotczynnik zmienno$ci CV = 14,15%. Szczegdtowe dane z podziatem
na grupy przedstawia Ryc. 40. Nie wykazano istotnych statystycznie réznic pomiedzy
badanymi grupami: H (df = 11, N = 360) = 21,443, p = 0,29.

Mediana wspotczynnika hepatosomatycznego badanych pstragéw teczowych
wynosita 1,43,a wspotczynnik zmiennosci CV = 21,31%. Szczegotowe dane z podziatem
na grupy przedstawia Ryc. 41. Nie wykazano istotnych statystycznie r6znic pomigdzy
badanymi grupami: H (df = 11, N = 360) = 6,86, p = 0,81.

Mediana wspotczynnika splenosomatycznego badanych pstragéow teczowych
wynosita 0,16,a wspotczynnik zmiennosci CV = 47,95%. Szczegotowe dane z podziatem
na grupy przedstawia Ryc. 42. Nie wykazano istotnych statystycznie réznic pomigdzy
badanymi grupami: H (df = 11, N = 360) = 10,19, p = 0,51.

WSPOLCZYNNIK KONDYCJI FULTONA
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Ryc. 39) Wspotczynnik kondycji Fultona badanych ryb z podziatem na grupy.
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Ryc. 40) Wspotczynnik wiscerosomatyczny badanych ryb z podziatem na grupy.
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Ryc. 41) Wspotczynnik hepatosomatyczny badanych ryb z podziatem na grupy.
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Ryc. 42) Wspotczynnik splenosomatyczny badanych ryb z podziatem na grupy.
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Ocena histopatologiczna skory

6.3.

6.3.1. Mapy cieplne zmian

Tab. 10 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych

w skorze pstragdéw teczowych w grupie KO, na ktorg sktadaja si¢ powtorzenia KI, KII,

KI1I. Najintensywniejsze sa zmiany zapalne, zmiany wsteczne w obrgbie skory wlasciwe;j

oraz postepowe w obrebie naskorka. Najbardziej charakterystyczne zmiany wystepujace

w grupach kontrolnych przedstawiono na Ryc. 43-44.

Tab. 10) Mapa cieplna ohserwowanych zmian histopatologicznych w skérze pstrqgéw teczowych w grupie KO (opracowanie

whasne na podstawie Bernet iin., 1999).
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Tab. 11 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych

W skorze pstragow teczowych w grupie K24, na ktérg sktadaja si¢ powtorzenia KIV, KV,

KVI. Najintensywniejsze sg zmiany zapalne, zmiany zwigzane z zaburzeniami krazenia,

wsteczne w obrebie naskorka oraz postepowe w obrebie skory wlasciwe;.

Tab. 11) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skérze pstrqgéw teczowych w grupie K24

(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).
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Tab. 12 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych

w skorze pstragow teczowych w grupie K48, na ktorg sktadaja si¢ powtorzenia KVII,

KVIII, KIX. Najintensywniejsze sg zmiany Zwigzane z zaburzeniami krazenia, zmiany

wsteczne w obrebie naskorka obrebie skory wlasciwej oraz postgpowe.

Tab. 12) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skérze pstrqgéw teczowych w grupie K48

(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).
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Ryc. 43) Skara, grupa kontrolna, centralnie przekrdj przez kanat linii nabocznej. Lagodnie zaznaczony przerost naskarka,
tagodnie wyrazone zmiany wsteczne w cytoplazmie fibroblastow warstwy luznej podnaskorkowej oraz wiokien
kolagenowych warstwy zhitej skory wlasciwe]. Barwienie HE.

Ryc. 44) Skéra, grupa kontrolna, naskérek. W warstwie luinej podnaskorkowej widoczne melanocyty w formie
dendrytycznej z rozproszonymi melanosomami (strzatki). Barwienie HE.
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Tab. 13 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych
w skorze pstragdw teczowych w grupie FO, na ktorg sktadaja si¢ powtorzenia F1, FII, FIII.
Najintensywniejsze sa zmiany zapalne oraz zmiany wsteczne, zar6wno w obrebie
naskorka 1 skory wilasciwej. Najbardziej charakterystyczne zmiany wystepujace
w grupach z kapielg z dodatkiem formaldehydu przedstawiono na Ryc. 45-48.

Tab. 13) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skérze pstrqgdw teczowych w grupie FO
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).
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Tab. 14 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych

w skorze pstragéw teczowych w grupie F24, na ktora sktadajg si¢ powtdrzenia FIV, FV,

FVI. Najintensywniejsze sa zmiany zapalne oraz zmiany wsteczne, zaroOwno w obrgbie

naskorka 1 skory wlasciwe;.

Tab. 14) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skdrze pstrqgow teczowych w grupie F24
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).
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Tab. 15 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych
w skorze pstragdw teczowych w grupie F48, na ktorg sktadaja si¢ powtdrzenia FVII,
FVIII, FIX. Najintensywniejsze sa zmiany zapalne oraz zmiany wsteczne, zarowno
w obrebie naskorka 1 skory wlasciwej, widaé tez nasilenie zmian postgpowych naskorka

w stosunku do grup z jednorazowg i dwukrotng kapiela.

Tab. 15) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skérze pstrqgéw teczowych w grupie F48
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).
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Ryc. 45) Skora, grupa z trzykrotng kqpielq z formaldehydem; przekrdj przez kanat linii nabocznej. Znaczny rozrost
naskorka (gwiazdka) oraz naciek zapalny z komérek limfoidalnych i neutrofilow, obejmujqcy naskérek, skore whasciwg
oraz warstwe podskarng. Barwienie HE.

Ryc. 46) Skora, grupa z dwukrotng kqpielg z formaldehydem. Melanocyty w formie skupionej, zlokalizowane w warstwie
luznej podnaskorkowej oraz w tkance podskdrnej (strzatki). Barwienie HE.
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Ryc. 47) Skora, grupa z jednokrotng kqpielq z formaldehydem. Rozrost naskérka (gwiazdki) oraz wynaczynienie
(strzatka) w warstwie luznej skary whasciwej. Barwienie HE.

Ryc. 48) Skora, grupa z trzykrotng kqpielq z formaldehydem, warstwa luina skory wlasciwej. Ognisko martwicy, resztki
wysieku zapalnego oraz okrqgte melanocyty (strzatki). Barwienie HE.
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Tab. 16 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych
w skorze pstragow teczowych w grupie NO, na ktoérg sktadajg sie powtorzenia NI, NII,
NIII. Najintensywniejsze sg zaburzenia Kkrazenia i zmiany zapalne, oraz zmiany
postepowe w obrebie naskorka. Najbardziej charakterystyczne zmiany wystepujace
w grupach z kapielg z dodatkiem chlorku sodu przedstawiono na Ryc. 49-52.

Tab. 16) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skérze pstrqgdw teczowych w grupie NO
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).
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Tab. 17 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych

w skorze pstragow teczowych w grupie N24, na ktdrg sktadaja si¢ powtorzenia NIV, NV,

NVI. Podobnie jak w grupie NO najintensywniejsze sa zaburzenia krazenia i zmiany

zapalne, jednakze w obrebie naskorka dominujg zmiany wsteczne.

Tab. 17) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skorze pstrqgéw teczowych w grupie N24
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).
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Tab. 18 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych

w skorze pstragow teczowych w grupie N48, na ktorg sktadaja si¢ powtorzenia NVII,

NVIII, NIX. Najintensywniejsze sa zmiany zapalne, zmiany wsteczne w obrgbie

naskodrka oraz zaburzenia krazenia.

Tab. 18) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skorze pstrqgéw teczowych w grupie N48
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).
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v 3
Ryc. 49) Skora, grupa z dwukrotng kgpielq z chlorkiem sodu, warstwa luzna. Przesiek prowadzqcy do obrzgku warstwy
luznej skory wtasciwej (strzatka). Barwienie HE.

Ryc. 50) Skara, grupa z jednokrotng kqpielg z chlorkiem sodu, warstwa zhita. Przesigk prowadzqcy do obrzgku warstwy
zhitej skory wiasciwej (strzatka) . Barwienie HE.
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Ryc. 51) Skora, grupa z trzykrotng kgpielg w chlorku sodu, naskérek i warstwa luzna. Rozrost keratynocytdw (gwiazdki),
naciek zapalny z komérek limfoidalnych i neutrofilow w warstwie luznej skory wlasciwej (strzatki) oraz podnaskérkowe
melanocyty w formie posredniej pomigdzy dendrytyczng a skupiong (gtowki strzatek). Barwienie HE.

Ryc. 52) Skéra, grupa z trzykrotng kgpielg z chlorkiem sodu. Rozrost keratynocytéw keratynocytéw (czarna strzatka),
naciek zapalny z komérek limfoidalnych i neutrofilow w warstwie naskorka, warstwie luinej skéry whasciwej
oraz w tkance podskornej wtasciwej (biate strzatki). Barwienie HE.
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Tab. 19 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych
w skorze pstragdéw teczowych w grupie CO, na ktorg sktadajg sie¢ powtorzenia CI, CII,
CIII. Najintensywniejsze sa zmiany zapalne, zmiany wsteczne w obrebie naskorka oraz
postepowe w obrebie naskorka. Najbardziej charakterystyczne zmiany wystepujace
w grupach z kapielg z dodatkiem siarczanu miedzi (I1) przedstawiono na Ryc. 53-56.

Tab. 19) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skérze pstrqgéw teczowych w grupie (0
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).

. Imiany
Zaburzenia . . .
kraieni Zmiany wsteczne ZImiany postgpowe Zmiany zapalne nowo-
rqzenia tworowe
Btona .
< . - . Skéra
Naskérek podstal Skora whasciwa Naskoérek i
wna wiasciwa
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Tab. 20 przedstawia map¢ cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych

w skorze pstragdow teczowych w grupie C24, na ktora sktadaja sie powtorzenia CIV, CV,

CVI. Najintensywniejsze sa zmiany zapalne, oraz zmiany wsteczne w obrgbie naskorka

I skory whasciwej.

Tab. 20) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skorze pstrqgéw teczowych w grupie (24
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).

. Imiany
Zaburzenia . 5 .
krazeni Imiany wsteczne Zmiany postepowe Zmiany zapalne nowo-
rqzenia tworowe
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: . o N Skéra
Naskérek podstal Skora whasciwa Naskérek i
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Tab. 21 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych

w skorze pstragow teczowych w grupie C48, na ktorg skladaja si¢ powtdrzenia CVII,

CVIII, CIX. Najintensywniejsze sa zmiany zapalne, oraz zmiany wsteczne w obrebie

naskorka 1 skory wlasciwe;.

Tab. 21) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skorze pstrqgéw teczowych w grupie (48
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).

. Imiany
Zaburzenia . 5 .
krazeni Imiany wsteczne Zmiany postepowe Zmiany zapalne nowo-
rqzenia tworowe
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100 pm

Ryc. 53) Skora, grupa z jednokrotng kqpielq z siarczanem miedzi. Miejscowy rozrost keratynocytow i komérek Sluzowych
w naskérku (biata strzatka) oraz niewielki naciek zapalny z komérek limfoidalnych i neutrofilow w warstwie luznej
skory wiasciwej (czarna strzatka). Barwienie HE.

Ryc. 54) Skéra, grupa z dwukrotng kqpielq z siarczanem miedzi. Rozrost keratynocytéw (czarna strzatka) oraz rozlegly
naciek zapalny komérek limfoidalnych i neuvtrofilow w obrghie naskdrka i warstwy luinej skdry whasciwej (gtowki
strzatek). Barwienie HE.
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Ryc. 55) Skora, grupa z dwukrotng kgpielq z siarczanem miedzi, przekrdj przez kanat linii nabocznej. Rozrost
keratynocytdw (czarna strzatka) oraz naciek zapalny komérek limfoidalnych i neutrofilow w warstwie luinej skory
whasciwej (biate strzatki). Barwienie HE.

Ryc. 56) Skora, grupa z trzykrotng kgpielq z siarczanem miedzi, przekrdj przez kanat linii nabocznej. Naciek zapalny
komérek limfoidalnych i neutrofilow w Swietle kanatu linii nabocznej (biata strzatka) oraz w warstwie luinej skory
whasciwej (czarne strzatki). Barwienie HE.
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6.3.2. Wspotczynniki wzorcow reakeji i reakeji narzgdu

Wspdtczynnik wzorca reakcji

lsc

12

10 +

‘ l ‘ A ‘ : ‘ . ‘ . ‘ . o Mediana
KO FO NO CO K24 F24 N24 C24 K48 F48 N48 (48 [125%-75%

GRUPA T Zakres nieodstajacych

Ryc. 57) Wspétczynnik zaburzen krqzenia w skarze Ig.

Statystyki opisowe dla wspdtczynnika zaburzen krazenia Isc pstragdw teczowych
w poszczegolnych grupach przedstawia Ryc. 57. Wyniki nieparametrycznej analizy
wariancji ANOVA rang Kruskala-Wallisa, zaprezentowano w Tab. 22. Wartos¢
statystyki testowej Kruskala-Wallisa H (df = 11, N = 360) = 139,444 okazata si¢ by¢
wysoce istotna, p = 0,0001. Istotno$¢ oszacowania byla znacznie doktadniejsza niz

pierwotnie zaktadany poziom istotnosci o = 0,05.

Zgodnie ze schematem postgpowania gdy wyniki testu ANOVA rang Kruskala-
Wallisa sg istotne, przeprowadzono test post-hoc dla nieparametrycznej analizy wariancji
(porownan wielokrotnych Dunna), w celu znalezienia konkretnych réznic pomiedzy
badanymi rybami w poszczego6lnych grupach. Warto$ci otrzymanych statystyk testowych
Z wraz z odpowiadajacymi im warto§ciami p zestawiono w Tab. 23, réznice istotne

statystycznie zaznaczono kolorem czerwonym.
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Tab. 22) Wyniki testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla wspétczynnika zaburzed krqzenia w skérze .

GRUPA  Nwainych  Suma Rang  Srednia Ranga
30 2676,500 89,2167
30 4590,500 153,0167
30 8167,500 272,2500
30 6165,000 205,5000
K24 30 3449,000 114,9667
F24 30 4384,000 146,1333
N24 30 8481,500 282,7167
24 30 4973,500 165,7833
K48 30 2861,000 95,3667
F48 30 5622,000 187,4000
N48 30 7808,000 260,2667
c48 30 5801,500 193,3833

Tab. 23) Wyniki testu pordwnai wielokrotnych (dwustronnych) Dunna dla wspétczynnika zaburzen krqzenia w skérze

Isc.

GRUPA KO RO N0 (0 k4 P4 N (4 K48 HE W48
017 2374300
p 1,000000
NO | T 6811795 4,437405
p 0,000000 0,000601
017 4327618 1953227 2484178
p 0,000995 1,000000 0,857016
K24 | 1 0958316 1,416074 5,853480 3,369302
p 1,000000 1,000000 0,000000 0,049737
F24 | 1 2118219 0,256171 4,693576 2,209399 1,159903
p 1,000000 1,000000 0,000177 1,000000 1,000000
N4 | 1 1201324 4,826934 0,389529 2873707 6,243009 5,083105
p 0,000000 0,000092 1,000000 0,267752 0,000000 0,000025
(74 | 1 2849516 0,475126 3,962279 1,478101 1,891201 0,731297 4,351808
p 0,288986 1,000000 0,004900 1,000000 1,000000 1,000000 0,000891
K48 | 1 0228879 2,145511 6,582916 4,098738 0,729436 1,889340 6,972445 2,620637
p 1,000000 1,000000 0,000000 0,002742 1,000000 1,000000 0,000000 0,579253
F48 | T 3654005 1,279615 3,157790 0,673612 2,695690 1,535786 3,547319 0,804489 3,425126
p 0,017040 1,000000 0,104920 1,000000 0,463604 1,000000 0,025685 1,000000 0,040558
N4g | 1 6365822 3,991432 0,445973 2,038204 5,407506 4,247603 0,835502 3,516306 6,136943 2,711817
p 0,000000 0,004335 1,000000 1,000000 0,000004 0,001426 1,000000 0,028881 0,000000 0,441643
(48 | 1 3876682 1,502292 2935113 0,450936 2,918366 1,758463 3,324642 1,027166 3,647803 0,222677 2,489140
p 0,006989 1,000000 0,220061 1,000000 0,232235 1,000000 0,058431 1,000000 0,017457 1,000000 0,845147
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Wspdtczynnik wzorca reakcji
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Ryc. 58) Wspotczynnik zmian wstecznych w skorze ;.

Statystyki opisowe dla wspotczynnika zmian wstecznych Isr w poszczegolnych
grupach przedstawia Ryc. 58. Wyniki nieparametrycznej analizy wariancji ANOVA rang
Kruskala-Wallisa, zaprezentowano w Tab. 24. Warto$¢ statystyki testowej Kruskala-
Wallisa H (df = 11, N = 360) = 272,970 okazala si¢ by¢ wysoce istotna, p = 0,0001.
Istotnos¢ oszacowania byla znacznie dokladniejsza niz pierwotnie zaktadany poziom

istotnosci a = 0,05.

Zgodnie ze schematem postgpowania gdy wyniki testu ANOVA rang Kruskala-
Wallisa sg istotne, przeprowadzono test post-hoc dla nieparametrycznej analizy wariancji
(porownan wielokrotnych Dunna), w celu znalezienia konkretnych réznic pomiedzy
badanymi rybami w poszczegolnych grupach. Warto$ci otrzymanych statystyk testowych
Z wraz z odpowiadajacymi im warto§ciami p zestawiono w Tab. 25, rdznice istotne

statystycznie zaznaczono kolorem czerwonym.
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Tab. 24) ) Wyniki testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla wspotczynnika zmian wstecznych w skorze lg.

GRUPA N wainych  Suma Rang  Srednia Ranga
30 2118,50 70,6167
30 3502,50 116,7500
30 4525,00 150,8333
30 6381,00 212,7000
K24 30 1621,00 54,0333
24 30 5148,50 171,6167
N24 30 6130,00 204,3333
24 30 8955,50 298,5167
K48 30 1699,50 56,6500
F48 30 7216,00 240,5333
N48 30 7367,50 245,5833
c48 30 10315,00 343,8333

Tab. 25) Wyniki testu poréwnan wielokrotnych (dwustronnych) Dunna dla wspétczynnika zmian wstecznych w skérze lg.

GRUPA K A N a K24 F24 NZ4 4 K48 F48 N8
7 176m
p  1,000000
NO | T 298536 1,268450
p 018694 1000000
(9|1 528719 3570889 2,302439
p 0000008 0023481  1,000000
K24 | 1 06117 2334073 3602523 5904962
p 1000000  1,000000 0020799  0,000000
F24 | 7 375883 2041926 0773476 1528963 4237600
p 0011267  1,000000  1,000000  1,000000  0,00079
N24 | 7 497642 3259514 1991064 0311375 559359 1217588
p 0000043 007365 1000000 1000000 0000001 1000000
(74| 7 848156 6764655 5496205 3193766 909873 4722729 3505141
p 0000000 0000000 0000003 0092684  0,000000  0,000154  0,030120
K48 | 7 051979 2236690 3505141 5807580 009738 4278616 5496205  9,001345
p 1000000  1,00000 0030120 0000000 1000000  0,001241 0000003  0,000000
F48 | 7 632364 4606739 3338288 1035849 694081 2564813 1347224 2157916  6,84343
p 0000000 0000270 005563 1000000 0000000  0,681328 1000000 1000000  0,000000
N48 | T 651159 4794680 3526230 1223791  7,12875 2752754 1535166 1969975  7,03137
p 0000000 0000108 0027820  1,000000  0,000000  0,390035 1000000 1000000  0,000000 1000000
(48 | 7 1016807 8451167  7,082716 4880277 1078524 6409241 5191652 1686512 1068786  3,0844428 3656486
p 0000000 0000000  0,000000  0,000070 0000000  0,000000 0000014 1000000 0000000 0007975 0016876
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Wspdtczynnik wzorca reakcji
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Ryc. 59) Wspétczynnik zmian postgpowych w skérze lgp,

Statystyki opisowe dla wspotczynnika zmian wstecznych Isp w poszczegolnych
grupach przedstawia Ryc. 59. Wyniki nieparametrycznej analizy wariancji ANOVA rang
Kruskala-Wallisa, zaprezentowano w Tab. 26. Warto$¢ statystyki testowej Kruskala-
Wallisa H (df = 11, N = 360) = 127,326 okazala si¢ by¢ wysoce istotna, p = 0,0001.
Istotnos¢ oszacowania byla znacznie dokladniejsza niz pierwotnie zaktadany poziom

istotnosci a = 0,05.

Zgodnie ze schematem postgpowania gdy wyniki testu ANOVA rang Kruskala-
Wallisa sg istotne, przeprowadzono test post-hoc dla nieparametrycznej analizy wariancji
(porownan wielokrotnych Dunna), w celu znalezienia konkretnych réznic pomiedzy
badanymi rybami w poszczegdlnych grupach. Warto$ci otrzymanych statystyk testowych
Z wraz z odpowiadajacymi im warto§ciami p zestawiono w Tab. 27, roznice istotne

statystycznie zaznaczono kolorem czerwonym.
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Tab. 26) Wyniki testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla wspétczynnika zmian postepowych w skérze g

GRUPA N wainych  Suma Rang  Srednia Ranga
Ko 30 3671,000 122,3667
Fo 30 3487,500 116,2500
No 30 6570,500 219,0167
4/ 30 7749,500 258,3167

K24 30 2331,000 77,7000
F24 30 5222,500 174,0833
N24 30 7822,000 260,7333
24 30 6270,000 209,0000
K48 30 2708,000 90,2667
F48 30 7151,000 238,3667
N48 30 6445,000 214,8333
c48 30 5552,000 185,0667

Tab. 27) Wyniki testu pordwnaii wielokrotnych (dwustronnych) Dunna dla wspétczynnika zmian postgpowych w skérze

ISP.

GRUPA K0 0 No a K24 F24 N24 24 K48 F48 N48
7 0227639
p 1000000
Mo | 7 3596941 3824579
p 0021251 0,008646
(9| 7 5059535 5287174 1462595
p 0000028  0,000008  1,000000
K24 | 7 166311 1434682 57259262  6,721856
p 1000000  1,000000 0000010  0,000000
F24 | 7 1924695  2,152334 1672246  3,134840 3587016
p 1000000 1000000 1000000 0113486 0022076
No4 | 7 5149474 5377113 1552534 0,089939 6811795  3,224779
p 0000017 0000005  1,000000 1000000 0000000  0,083206
(74| 7 3224159 3451798 0372782 1835376 4886480  1,299464  1,925315
p 0083387 003753  1,00000  1,000000  0,000068  1,00000  1,000000
K48 | 7 1194638 0967000 4791579 6254173 0467683 3119333 6344112 4418797
p 1000000 1000000 0000109 ~ 0000000 1000000  0,19%32  0,000000  0,000655
48| 7 4317073 4544712 0720132 0742462 5979394  2,392378 0832401  1,002914 5511711
p 0001044 0000363 1000000 1000000 0000000 1000000 1000000 1000000  0,000002
N48 | 1 3441253 3668892 055688  1,618282 5103574 1516558  1,708221 0217094 4635891  0,875820
p 0036216 0016078  1,00000 1000000 0000022  1,000000 1000000 1000000  0,000235 1000000
(48 | 7 2333452 2561091  1,263488 2726083 3995774 0408757  2,816022  0,890706 3528091 1983621  1,107801
p 1000000 0688670 1000000 0423000 000425 1000000 0320908 1000000 0027626 1000000 1000000
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Wspdtczynnik wzorca reakcji
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Ryc. 60) Wspotczynnik zmian zapalnych w skorze I,

Statystyki opisowe dla wspotczynnika zmian zapalnych Isj w poszczegdlnych
grupach przedstawia Ryc. 60. Wyniki nieparametrycznej analizy wariancji ANOVA rang
Kruskala-Wallisa, zaprezentowano w Tab. 28. Warto$¢ statystyki testowej Kruskala-
Wallisa H (df = 11, N = 360) = 180,254 okazala si¢ by¢ wysoce istotna, p = 0,0001.
Istotno$¢ oszacowania byla znacznie doktadniejsza niz pierwotnie zaktadany poziom

istotnosci a = 0,05.

Zgodnie ze schematem postgpowania gdy wyniki testu ANOVA rang Kruskala-
Wallisa sg istotne, przeprowadzono test post-hoc dla nieparametrycznej analizy wariancji
(porownan wielokrotnych Dunna), w celu znalezienia konkretnych rdéznic pomiedzy
badanymi rybami w poszczegdlnych grupach. Wartosci otrzymanych statystyk testowych
Z wraz z odpowiadajgcymi im warto$ciami p zestawiono w Tab. 29, rdéznice istotne

statystycznie zaznaczono kolorem czerwonym.
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Tab. 28) Wyniki testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla wspdtczynnika zmian zapalnych w skorze I,

GRUPA  Nwainych  Suma Rang  Srednia Ranga
30 2492,000 83,0667
30 4613,000 153,7667
30 5274,000 175,8000
30 6977,000 232,5667
K24 30 1274,500 42,4833
24 30 5801,500 193,3833
N24 30 7410,500 247,0167
24 30 7205,000 240,1667
K48 30 2271,000 75,7000
F48 30 6155,500 205,1833
N48 30 7473,000 249,1000
c48 30 8033,000 267,7667

Tab. 29) Wyniki testu porownai wielokrotnych (dwustronnych) Dunna dla wspétczynnika zmian zapalnych w skérze I,

GRUPA K0 0 No a K24 24 N24 24 K48 F48 V48
7 26m8
p 0561585
Mo |7 3asnr 081999
p 0036838  1,000000
0 7 5563814 2932632 2,112637
p 0000002 0221827  1,000000
K24 | 7 1510355 4141537 4961533 7,074169
p 1000000 0002277  0,000046  0,000000
F24 | 7 4105561 1474380 0654384 1458253 5615016
p 0002662  1,000000  1,00000  1,00000  0,000001
No4 | 7 6101587 3470406 2,650410 0537773 7611942 1996026
p 0000000 003429 0530602 1000000  0,000000 1000000
(24| 7 5846657 3215475 2395479 0282843 7357012 1741095  0,254931
p 0000000 0085951 1000000 1000000  0,000000 1000000  1,000000
K48 | 7 0274150 2905340 3725336 5837973 1236196 4379720 6375746 6,120816
p 1000000 0242123 0012874 0000000 1000000  0,000784 0000000  0,000000
F48 | 7 4544712 1913530  1,093534  1,019102 6055067 0439151 1556875  1,301945 43818871
p 0000363  1,000000  1,00000  1,000000 0000000  1,000000 1000000 1000000  0,000095
N4§ | 7 6179121 3547939 2727944 0615307  7,689476  2,073560  0,077534  0,332464 6453280  1,634409
p 0000000 0025625 0420621 1000000 0000000 1000000 1000000 1000000 0000000  1,000000
(48| 7 6873822 4242641 3422645 1310008 8384178 2768261 0772235  1,027166 7147981  2,329110  0,694701
p 0000000 0001458 0040930 1000000 0000000 0371952 1000000 1000000 0000000  1,000000 1000000
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Wspoétczynnik reakciji narzadu
les

120 — T T T T T T - - - -
100 — @
80 lE|

40 +

20

‘ ‘ . ‘ ‘ ‘ . : ‘ ) ‘ ‘ o Mediana
KO FO NO CO K24 F24 N24 C24 K48 F48 N48 (48 []25%-75%

GRUPA 1 Zakres nieodstajacych

Ryc. 61) Wspotczynnik reakeji skory Iss.

Statystyki opisowe dla wspotczynnika reakcji skory lss w poszczegodlnych
grupach przedstawia Ryc. 61. Wyniki nieparametrycznej analizy wariancji ANOVA rang
Kruskala-Wallisa, zaprezentowano w Tab. 30. Warto$¢ statystyki testowej Kruskala-
Wallisa H (df = 11, N = 360) = 273,670 okazata si¢ by¢ wysoce istotna, p = 0,0001.
Istotnos¢ oszacowania byla znacznie dokladniejsza niz pierwotnie zaktadany poziom

istotnos$ci o = 0,05.

Zgodnie ze schematem postgpowania gdy wyniki testu ANOVA rang Kruskala-
Wallisa sg istotne, przeprowadzono test post-hoc dla nieparametrycznej analizy wariancji
(porownan wielokrotnych Dunna), w celu znalezienia konkretnych réznic pomiedzy
badanymi rybami w poszczegdlnych grupach. Warto$ci otrzymanych statystyk testowych
Z wraz z odpowiadajacymi im warto§ciami p zestawiono w Tab. 31, roznice istotne

statystycznie zaznaczono kolorem czerwonym.
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Tab. 30) Wyniki testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla wspétczynnika reakeji skory Igs.

GRUPA N wazZnych Suma Rang Srednia Ranga

30 2117,50 70,5833

30 3200,00 106,6667
NO 30 5078,00 169,2667

30 6864,50 228,8167
K24 30 1385,50 46,1833
F24 30 4907,50 163,5833
N24 30 6791,00 226,3667
24 30 8359,00 278,6333
K48 30 1637,50 54,5833
F48 30 6969,50 232,3167
N48 30 7466,00 248,8667
c48 30 10204,00 340,1333

Tab. 31) Wyniki testu porownai wielokrotnych (dwustronnych) Dunna dla wspétczynnika reakeji skory Iss.

GRUPA K0 0 No a K24 F24 N24 4 K48 F48 V48
97 134288
p  1,000000
No |7 3761 2329731
p 0015845  1,000000
(9| 7 588883 4545952 2,216222
p 0000000  0,000361  1,000000
K24 | 7 090807 2250957 4580687  6,796909
p 1000000 1000000 0000306  0,000000
F24 | 7 346110 2118219 0211512 2427733 436918
p 0035506  1,000000 1000000  1,000000  0,000823
No4 | 7 579766 4454773 2,125042 0091180 670573  2,336554
p 0000000 000055 1000000 1000000 0000000  1,000000
(74| 7 774282 6399937 4070206 1853984 865089 4281718  1,945164
p 0000000 0000000 0003100  1,000000  0,000000  0,001224 1000000
K48 | 1 059546 1938341 4268072 6484293 031262 4056560 6393114 8338278
p 1000000 1000000 0001301 0000000 1000000 0003287  0,000000  0,000000
F48 | 7 601909 4676209 2346478 0130257 692717 2557990 0221436 1723728 661455
p 0000000 000019 1000000 1000000 0000000 0694843 1000000 1000000  0,000000
N48 | 1 663502 5292136 2962405 0746184 754309 3173917 0837363  1,107801 723048 0615927
p 0000000 0000008 0201462  1,000000 0000000  0,099262 1000000 1000000  0,000000 1000000
(48 | 7 1003161 8688730 6358999 4142777 1093969 6570511 4233957 2288793 1062707 4012521  3,39659
p 0000000 0000000 0000000  0,002265 0000000  0,000000 0001515 1000000 0000000 0003965 0045032

111



Ocena histopatologiczna skrzeli

6.4.

6.4.1. Mapy cieplne zmian

Tab. 32 przedstawia map¢ cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych

w skrzelach pstragdéw teczowych w grupie KO0, na ktorg sktadaja si¢ powtorzenia K1, K11,

KIII. Najintensywniejsze sg zmiany postepowe w obrebie nabtonka, zmiany zapalne oraz

zaburzenia krazenia. Najbardziej charakterystyczne zmiany wystepujace w grupach

kontrolnych przedstawiono na Ryc. 62-63.

Tab. 32) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skrzelach pstrqgéw teczowych w grupie KO0

(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).
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Nowotwadr ztosliwy

Imiany
nowo-
tworowe

Nowotwér tagodny

Naciek zapalny

Aktywacja uktadu fagocytarnego

Imiany zapalne

Wysigk

Rozrost

Tkanki
podporowe

Przerost

Rozrost

Imiany postepowe

Nabtonek

Przerost

Martwica

Lanik

Imiany w jqdrach komdrkowych

Gromadzenie substancji

Tkanki podporowe

Imiany w cytoplazmie

Imiany morfologiczne i strukturalne

Uszkodzenie komérek podporowych

Zmiany wsteczne

Martwica

Lanik

Nabtonek

Imiany w jqdrach komdrkowych

Gromadzenie substancji

Imiany w cytoplazmie

Tab. 33 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych

Imiany strukturalne

Przesigk

Zaburzenia
krgzenia

w skrzelach pstragow teczowych w grupie K24, na ktorg sktadaja si¢ powtdrzenia KIV,

Tab. 33) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skrzelach pstrqgéw teczowych w grupie K24

(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).

KV, KVI. Najintensywniejsze sg zmiany postepowe w obrebie nabtonka i tkanek

podporowych, zmiany zapalne oraz zaburzenia krazenia.

Krwotok/ przekrwienie/ tetniak
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Tab. 34 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych

w skrzelach pstragdéw teczowych w grupie K48, na ktorg sktadajg si¢ powtorzenia KVII,

KVIII, KIX. Najintensywniejsze sg zmiany zwigzane z zaburzeniami krazenia, zmiany

zapalne oraz zmiany post¢gpowe w obrebie nablonka i tkanek podporowych.

Tab. 34) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skrzelach pstrqgéw teczowych w grupie K48

(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).
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Ryc. 62) Skrzela, grupa kontrolna. Prawidtowa morfologia narzqdu. Barwienie HE.

Ryc. 63) Skrzela, grupa kontrolna. Listki skrzelowe z regularnie rozmieszczonymi blaszkami skrzelowymi; stabo
zaznaczone zmiany histopatologiczne - poszerzenie dystalnych fragmentow blaszek oddechowych (strzatki),
zwigkszenie objetosci komdrek kubkowych Sluzowych (gtowki strzatek) i stabo wyrazony rozrost komérek warstwy
rozrodczej, wywotany hipoksjq. Barwienie HE.
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Tab. 35 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych
w skrzelach pstragoéw teczowych w grupie FO, na ktorg sktadajg si¢ powtorzenia FI, FII,
FIII. Najintensywniejsze sg zaburzenia krazenia, zmiany zapalne i zmiany wsteczne
w obrebie nablonka. Najbardziej charakterystyczne zmiany wystgpujace w grupach
z kapielg z dodatkiem formaldehydu przedstawiono na Ryc. 64-67.

Tab. 35) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skrzelach pstrqgéw teczowych w grupie FO
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).
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Tab. 36 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych
w skrzelach pstragdéw teczowych w grupie F24, na ktorg sktadaja si¢ powtorzenia FIV,
FV, FVI. Najintensywniejsze sa zmiany zapalne, zaburzenia krazenia 1 zmiany wsteczne

w obrgbie nabtonka.

Tab. 36) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skrzelach pstrqgow teczowych w grupie F24
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).

Zab . Imiany
aburzenia . . .
L. Zmiany wsteczne ZImiany postepowe Zmiany zapalne nowo-
krgzenia fworowe
Tkanki
Nablonek Tkanki podporowe Nablonek
podporowe
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Tab. 37 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych
w skrzelach pstragow teczowych w grupie F48, na ktora sktadajg si¢ powtdrzenia FVII,
FVIII, FIX. Najintensywniejsze s zmiany zwigzane z zaburzeniami krazenia, zmiany

zapalne oraz zmiany postgpowe w obrebie nablonka 1 tkanek podporowych.

Tab. 37) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skrzelach pstrqgow teczowych w grupie F48
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).

Zab . Imiany
aburzenia . . .
L. Zmiany wsteczne ZImiany postepowe Zmiany zapalne nowo-
krgzenia fworowe
Tkanki
Nablonek Tkanki podporowe Nablonek
podporowe
lFIF |55 |8|F|lg!l5|53|2|5|82|F|FlZ|F|Z|=|z|7F|7F |7
=3 =2 ~
s|leglz|5|s |5 |2|z|x|lz|5|s|5|2|z|2s|3]s|3]|2|=|2|=|:
= @, El El H El = = o El El H El = = = o 3 £l = = 2 S =
s @ < < = < = = < < = =< = 2 “a 2 2y = = : = =
= = “ = N = o P~ 3 = N = =] bad - =2. = o =3
= = 2 S 3 3 =S = = =
= = K-} =3 = = = K- =3 = <= =) = N
= = = @ = E = @ = = = = S
— = —_— =] = —d wn
= = = 2 a > S = 2 a8 2 < = =
= = = = =3 3 =3 = = =3 < = =
= =5 N “a il o <) N “a il iy < ~<
] = |2 |8 |3 |5 |2 |8 |3 S
= & 2 3 =~ | = ® 2 3 S
2L =1 o - - =1 =S a
— = o ©w = ~
= 3 = | 2 3 =
S = = = = S
=~ = = = = S
3|7

L T T R R R e - - I R I I - T T e O I T
L T T R R R I - I I I e R - T I I R R R N - =)

118



}frh)f;:fﬁl
],A {"(\ o

Ryc. 64) Skrzela, grupa z dwukrotng kgpielg z formaldehydem. Liczne tetniaki (strzatki), prowadzqce do uszkodzenia
struktury blaszek. Barwienie HE.

Ryc. 65) Skrzela, grupa z trzykrotng kqpielq z formaldehydem. Przerost i rozrost w obrghie nabtonka blaszek (strzatki)
oraz hazalnych komérek niezréznicowanych (gtowki strzatek). Barwienie HE.
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Ryc. 66) Skrzela, grupa z dwukrotng kgpielq z formaldehydem. Widoczny przesigk i obrzgk blaszek oraz w obrehie listka
skrzelowego (strzatki). Barwienie HE.

Ryc. 67) Skrzela, grupa z dwukrotng kgpielq z formaldehydem. Naciek zapalny z komoérek limfoidalnych, neutrofilow i
melanomakrofagdw (strzatki). W prawym dolnym rogu widoczny rozrost, prowadzqey do zlania sig blaszek (gtowki
strzatek). Barwienie HE.
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Tab. 38 przedstawia mapg cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych
w skrzelach pstragow tgczowych w grupie NO, na ktorg sktadajg si¢ powtorzenia NI, NI,
NIII. Najintensywniejsze sg zmiany zapalne, zaburzenia krazenia i zmiany postgpowe
w obrgbie nabtonka oraz tkanek podporowych. Najbardziej charakterystyczne zmiany
wystepujace w grupach z kapiela z dodatkiem chlorku sodu przedstawiono na Ryc. 68-
71.

Tab. 38) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skrzelach pstrqgéw teczowych w grupie NO
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).
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aburzenia " . .
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krgzenia tworowe
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podporowe
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Tab. 39 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych
w skrzelach pstragow teczowych w grupie N24, na ktorg sktadajg si¢ powtdrzenia NIV,
NV, NVI. Najintensywniejsze sg zmiany wsteczne w obrgbie nablonka, zmiany zapalne

i zaburzenia krazenia.

Tab. 39) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skrzelach pstrqgow teczowych w grupie N24
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).

Zab . Imiany
aburzenia . . .
L. Zmiany wsteczne ZImiany postepowe Zmiany zapalne nowo-
krgzenia fworowe
Tkanki
Nablonek Tkanki podporowe Nablonek
podporowe
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Tab. 40 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych
w skrzelach pstragow teczowych w grupie N48, na ktorg sktadajg si¢ powtorzenia NVII,
NVIII, NIX. Najintensywniejsze sa zmiany zapalne, zmiany zwiazane z zaburzeniami

krazenia, oraz zmiany wsteczne w obrgbie nabtonka.

Tab. 40) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skrzelach pstrqgow teczowych w grupie N48
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).

Zab . Imiany
aburzenia . . .
L. Zmiany wsteczne ZImiany postepowe Zmiany zapalne nowo-
krgzenia fworowe
Tkanki
Nablonek Tkanki podporowe Nablonek
podporowe
lFIF |55 |8|F|lg!l5|53|2|5|82|F|FlZ|F|Z|=|z|7F|7F |7
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Ryc. 68) Skrzela, grupa z jednokrotng kqpielg z chlorkiem sodu. Tetniaki uszkadzajgce dystalne czgsci blaszek (strzatki),
wysiek i naciek zapalny komérek limfoidalnych i neutrofilow (czarne gtdwki strzatek) oraz przerost i rozrost nabtonka
blaszek (biate gtowki strzatek). Barwienie HE.

Ryc. 69) Skrzela, grupa z trzykrotng kgpielq z chlorkiem sodu. Rozrost komérek nabtonka (biate gtowki strzatek), zmiany
wsteczne w cytoplazmie bazalnych komérek niezroznicowanych (oznaczone strzatkami) oraz naciek zapalny komérek
limfoidalnych i neutrofilow (czarne gtowki strzatek). Barwienie HE.
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.

Ryc. 70) Skrzela, grupa z dwukrotng kgpielq z chlorkiem sodu. Martwica nabtonka blaszek (strzatki), centralnie wysiek
zapalny z obecnosciq komérek linii limfoidalnej i pojedynczymi komérkami linii mieloidalnej (gtowki strzatek).
Barwienie HE.

L

Ryc. 71) Skrzela, grupa z trzykrotng kgpielg z chlorkiem sodu. Zwigkszenie liczby komérek $luzowych, gromadzgcych
sig w szczytowej czgsci blaszek (strzatki). Barwienie HE.
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Tab. 41 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych
w skrzelach pstragow teczowych w grupie CO, na ktorg sktadajg si¢ powtorzenia Cl, Cll,
CIII. Najintensywniejsze sg zaburzenia krazenia, zmiany zapalne, i zmiany wsteczne
W obrgbie nabtonka oraz tkanek podporowych. Najbardziej charakterystyczne zmiany
wystepujace w grupach z kapielg z dodatkiem formaldehydu przedstawiono na Ryc. 72-
75.

Tab. 41) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skrzelach pstrqgéw teczowych w grupie C0
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).

Zab . Imiany
aburzenia " . .

L. Imiany wsteczne ZImiany postepowe ZImiany zapalne nowo-
krgzenia tworowe

. Tkanki
Nablonek Tkanki podporowe Nablonek
podporowe
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Tab. 42 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych
w skrzelach pstragow teczowych w grupie C24, na ktorg sktadaja si¢ powtorzenia CIV,
CV, CVI. Najintensywniejsze sa zaburzenia krazenia, zmiany zapalne i zmiany

postepowe W obrebie tkanek podporowych.

Tab. 42) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skrzelach pstrqgow teczowych w grupie (24
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).

. Zmian
Zaburzenia . . . Y
L. Zmiany wsteczne ZImiany postepowe Zmiany zapalne nowo-
krqgzenia
tworowe
. Tkanki
Nabtonek Tkanki podporowe Nablonek
podporowe
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Tab. 43 przedstawia mape cieplng zmian histopatologicznych zaobserwowanych
w skrzelach pstragoéw teczowych w grupie C48, na ktorg sktadajg si¢ powtorzenia CVII,
CVIII, CIX. Najintensywniejsze sa zmiany zapalne, zmiany zwigzane z zaburzeniami

krazenia, oraz zmiany wsteczne w obrgbie nabtonka.

Tab. 43) Mapa cieplna obserwowanych zmian histopatologicznych w skrzelach pstrqgow teczowych w grupie (48
(opracowanie wtasne na podstawie Bernet i in., 1999).

ZImiany
Zaburzenia . . .
L. ZImiany wsteczne ZImiany postepowe Zmiany zapalne nowo-
krgzenia

tworowe

Tkanki
Nablonek Tkanki podporowe Nablonek
podporowe
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Ryc. 72) Skrzela, grupa z jednokrotng kqpielg z siarczanem miedzi. Obrzgk i naciek zapalny z ohecnoscig komarek linii
limfoidalnej i pojedynczymi komdrkami linii mieloidalnej w warstwie bazalnych komérek niezréznicowanych (strzatki).

Barwienie HE.

¥

\ 100 ‘ ‘
Lo f '; 7 1
Ryc. 73) Skrzela, grupa z dwukrotng kqpielg z siarczanem miedzi. Naciek w obrgbie listka skrzelowego (czarne gtowki

strzatek) oraz w warstwie bazalnych komérek niezrznicowanych (biate gtowki strzatek), rozrost bazalnych komérek
niezroznicowanych oraz nabtonka (strzatki), zrastanie blaszek (gwiazdki). Barwienie HE.
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Ryc. 74) Skrzela, grupa z jednokrotng kgpielq z siarczanem miedzi. Obrzgk w warstwie bazalnych komdrek
niezroznicowanych (czarne strzatki), rozrost bazalnych komérek niezréznicowanych (biate strzatki) i przerost komédrek
nabtonka blaszek (czarne gtowki strzatek). Barwienie HE.

N
-

Ryc. 75) Skrzela, grupa z trzykrotng kqpielq z siarczanem miedzi. Centralnie usytuowane komérki nabtonka ulegajqce
zluszczeniv z dystalnej czgsci blaszki (strzatka). Barwienie HE.
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6.4.2. Wspotczynniki wzorcow reakeji i reakeji narzqdu

Wspdtczynnik wzorca reakcji

lan
GC

12

10 +

Ixa
>
T

‘ , ‘ . ‘ : ‘ . ‘ . ‘ . o Mediana
KO FO NO CO K24 F24 N24 C24 K48 F48 N48 (48 [125%-75%

GRUPA 1 Zakres nieodstajacych

Ryc. 76) Wspétczynnik zaburzen krgzenia w skrzelach lg.

Statystyki opisowe dla wspotczynnika zaburzen krazenia Icc w poszczegdlnych
grupach przedstawia Ryc. 76. Wyniki nieparametrycznej analizy wariancji ANOVA rang
Kruskala-Wallisa, zaprezentowano w Tab. 44. Warto$¢ statystyki testowej Kruskala-
Wallisa H (df = 11, N = 360) = 218,978 okazala si¢ by¢ wysoce istotna, p = 0,0001.
Istotno$¢ oszacowania byta znacznie doktadniejsza niz pierwotnie zaktadany poziom

istotnosci o = 0,05.

Zgodnie ze schematem postgpowania gdy wyniki testu ANOVA rang Kruskala-
Wallisa sg istotne, przeprowadzono test post-hoc dla nieparametrycznej analizy wariancji
(poréownan wielokrotnych Dunna), w celu znalezienia konkretnych réznic pomig¢dzy
badanymi rybami w poszczegdlnych grupach. Warto$ci otrzymanych statystyk testowych
Z wraz z odpowiadajagcymi im warto$ciami p zestawiono w Tab. 45, rdznice istotne

statystycznie zaznaczono kolorem czerwonym.
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Tab. 44) Wyniki testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla wspétczynnika zaburzed krqzenia w skrzelach Ig.

GRUPA N waznych Suma Rang Srednia Ranga
Ko 30 1799,000 59,9667
Fo 30 5915,000 197,1667
No 30 5320,000 177,3333
(4] 30 9357,000 311,9000
k24 30 2140,000 71,3333
F24 30 6997,000 233,2333
N24 30 3761,000 125,3667
24 30 8486,000 282,8667
K48 30 2391,000 79,7000
F48 30 7566,000 252,2000
N48 30 5694,000 189,8000
c48 30 5554,000 185,1333

Tab. 45) Wyniki testu pordwnai wielokrotnych (dwustronnych) Dunna dla wspétczynnika zaburzen krgzenia w skrzelach

IG(.

GRUPA K0 0 No a K24 24 N24 24 K48 F48 V48
7 5106055
p 0000022
Mo | T 4367935 0738120
p 0000828 1000000
0 1 9375988 4269933 5008053
p 0000000 0001291  0,000036
K24 | 7 0423024 4683032 3944912 8952964
p 1000000 0000187 0005269  0,000000
F24 | 7 6448318 13422627  2,080383  2,927670  6,025294
p 0000000  1,000000  1,00000  0,225398  0,000000
N24 | 7 2433936 2672119 1,933999 6942052 2010912 4,014382
p 098575 0497467 1000000 0000000 1000000  0,003934
(24| 7 8295479 3189424 3927544 1080509 70872455 1847161 5861543
p 0000000 0094087 0005664 1000000  0,000000 1000000  0,000000
K48 | 1 0734399 4371657 3633536 8641589 0311375 5713919 1699537  7,561080
p 1000000 0000814 0018451 0000000 1000000 0000001 1000000  0,000000
F48 | 7 7154184 2048129 2786249 2221804 6731160 0705866 4720248  1,141205 6419785
p 0000000  1,000000 0351925  1,000000 0000000  1,000000 0000155 1000000  0,000000
N48 | 7 4831896 0274150 046391 4544091 4408873 1616421  2,397960 3463583 4097498  2,322288
p 000008  1,00000  1,000000 0000364 000068  1,000000 1000000 0035180 000275 1000000
(48 | 7 4658221 0447834 0290286 4717767 4235197  1,790097  2,224285 3637258 3923822 2495963  0,173675
p 0000211  1,000000 1000000 0000157 0001507 1000000 1000000 0018187 0005752 0829064 1000000
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Wspdtczynnik wzorca reakcji
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Ryc. 77) Wspotczynnik zmian wstecznych w skrzelach Ig.

Statystyki opisowe dla wspotczynnika zmian wstecznych Icr w poszczegdlnych
grupach przedstawia Ryc. 77. Wyniki nieparametrycznej analizy wariancji ANOVA rang
Kruskala-Wallisa, zaprezentowano w Tab. 46. Warto$¢ statystyki testowej Kruskala-
Wallisa H (df = 11, N = 360) = 296,124 okazala si¢ by¢ wysoce istotna, p = 0,0001.
Istotno$¢ oszacowania byla znacznie doktadniejsza niz pierwotnie zaktadany poziom

istotnosci oo = 0,05.

Zgodnie ze schematem postgpowania gdy wyniki testu ANOVA rang Kruskala-
Wallisa sg istotne, przeprowadzono test post-hoc dla nieparametrycznej analizy wariancji
(porownan wielokrotnych Dunna), w celu znalezienia konkretnych réznic pomiedzy
badanymi rybami w poszczegdlnych grupach. Wartosci otrzymanych statystyk testowych
Z wraz z odpowiadajacymi im wartoSciami p zestawiono w Tab. 47, réznice istotne

statystycznie zaznaczono kolorem czerwonym.
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Tab. 46) Wyniki testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla wspétczynnika zmian wstecznych w skrzelach Ig;.

GRUPA N waznych Suma Rang Srednia Ranga

Ko 30 1638,500 54,6167
o 30 3769,500 125,6500
No 30 3996,000 133,2000
(4] 30 7820,500 260,6833
k24 30 1299,000 43,3000
F24 30 6897,500 2299167
N24 30 6834,000 227,8000
24 30 9365,000 312,1667
K48 30 1256,000 41,8667
F48 30 7419,500 247,3167
nN48 30 5635,000 187,8333
c48 30 9049,500 301,6500

Tab. 47) Wyniki testu porownai wielokrotnych (dwustronnych) Dunna dla wspétczynnika zmian wstecznych w skrzelach

lgr.

GRUPA K0 17 No a K24 F24 N24 24 K48 F48 N48
f0 17 2643587
p 0541416
Mo | 7 2924569 0280982
p 022765  1,000000
(9| 7 7669007 5025420  4,744438
p 0000000 000003  0,000138
K24 | 7 0421163 3064750 3345732 8,090170
p 1000000 0143782 0054163  0,000000
F24 | 7 652399 3880404 3599422  1,145017 694515
p 0000000 0006883 0021049  1,000000  0,000000
No4 | 7 6445216 3801629 3520047 1223791 686638 0078774
p 0000000 0009487  0,028413 1000000 0000000 1000000
(74| 7 9585018 6941432 6660450 1916011 1000618 3061028  3,139802
p 0000000 0000000 0000000  1,00000  0,000000  0,145582  0,111581
K48 | 7 0474506 3118093 3399075 8143513 005334 6998496 6919722 10,0595
p 1000000 0120137 0044625 0000000 1000000  0,000000 0000000  0,000000
F48 | 7 TITIS5I 4521964 4246983 0497456 759271 0647561 0726335 241347 764606
p 0000000 0000393 0001430 1000000 0000000 1000000 1000000 1000000  0,000000
N4§ | 7 4957811 2314224 2033242 271119 537897 1566179 1487405 462721 543232 2,213740
p 0000047  1,00000  1,00000 0442470  0,000005  1,000000 1000000 0000245  0,000004 1000000
(48 | 7 9193629 6550042 6260060 1524621 961479  2,669638 2748412 039139 966813 2022077 4235818
p 0000000 0000000  0,000000 1000000 0000000 0501158 0395239 1000000 0000000 1000000 0001503
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Wspdtczynnik wzorca reakcji
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Ryc. 78) Wspétczynnik zmian postgpowych w skrzelach Ig.

Statystyki opisowe dla wspdtczynnika zmian postepowych lep w poszczegdlnych
grupach przedstawia Ryc. 78. Wyniki nieparametrycznej analizy wariancji ANOVA rang
Kruskala-Wallisa, zaprezentowano w Tab. 48. Warto$¢ statystyki testowej Kruskala-
Wallisa H (df = 11, N = 360) = 184,082 okazala si¢ by¢ wysoce istotna, p = 0,0001.
Istotno$¢ oszacowania byla znacznie doktadniejsza niz pierwotnie zaktadany poziom

istotnosci o = 0,05.

Zgodnie ze schematem postgpowania gdy wyniki testu ANOVA rang Kruskala-
Wallisa sg istotne, przeprowadzono test post-hoc dla nieparametrycznej analizy wariancji
(porownan wielokrotnych Dunna), w celu znalezienia konkretnych réznic pomiedzy
badanymi rybami w poszczegdlnych grupach. Wartosci otrzymanych statystyk testowych
Z wraz z odpowiadajacymi im warto$ciami p zestawiono w Tab. 49, réznice istotne

statystycznie zaznaczono kolorem czerwonym.
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Tab. 48) Wyniki testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla wspétczynnika zmian postepowych w skrzelach Ig.

GRUPA N waznych Suma Rang Srednia Ranga
Ko 30 2365,000 78,8333
Fo 30 5083,500 169,4500
No 30 6310,000 210,3333
(4] 30 5763,000 192,1000
k24 30 2368,000 78,9333
F24 30 8198,000 273,2667
N24 30 4668,500 155,6167
24 30 8317,500 271,2500
K48 30 1597,500 53,2500
F48 30 8057,500 268,5833
N48 30 6021,500 200,7167
c48 30 6230,000 207,6667

Tab. 49) Wyniki testu pordwnan wielokrotnych (dwustronnych) Dunna dla wspétczynnika zmian postepowych w skrzelach

IGP.

GRUPA K0 0 No a K24 24 N24 24 K48 F48 N48
011 3372403
p 0049180
Mo |7 4893923 1521520
p 0000065 1000000
(1 4215349 0842946 0678574
p 000164  1,000000  1,000000
K24 | 7 0003722 3368682 4890202 4211627
p 1000000 0049849  0,000066  0,001673
F24 | 7 7236059 3863656 234213 3020711 7232338
p 0000000 0007372 1,00000 0166440  0,000000
N24 | 7 2857580 0514823 2036343  1,357769  2,853858  4,378480
p 0281744  1,000000 1000000 1000000 0285066  0,000789
(24| 7 7384304 4011901  2,490380 3168955 77380582  0,148244 4526724
p 0000000 0003975 0842202 0100972 0000000 1000000 0000395
K48 | 7 0952113 4324516 5846036 5167462 0955835 8188172  3,809693 8336417
p 100000 0001009 0000000  0,000016 1000000  0,000000 0009183  0,000000
F48 | 7 7061764 3689361 2167841 2846415 7058042  0,17429 4204184 0322540 8013877
p 0000000 0014835 1000000 0291816 0000000 1000000 0001729 1000000  0,000000
N4§ | 7 4536028  1,63625 0357895 0320679 4532306  2,700031 1678448  2,848276 5488141  2,525736
p 0000378 1000000 1000000 1000000 0000385 0457597 1000000 0290115 0000003 0762011
(48 | 7 4794680 1422277 0099243 0579331 4790959 2441379  1,937100 2589624 5746793  2,267084  0,258652
p 0000105  1,00000 1000000 1000000 0000110 0965665 1000000 0634134 0000001 1000000 1000000
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Wspdtczynnik wzorca reakcji
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Ryc. 79) Wspotczynnik zmian zapalnych w skrzelach 1.

Statystyki opisowe dla wspotczynnika zmian zapalnych Igi w poszczegdlnych
grupach przedstawia Ryc. 79. Wyniki nieparametrycznej analizy wariancji ANOVA rang
Kruskala-Wallisa, zaprezentowano w Tab. 50. Warto$¢ statystyki testowej Kruskala-
Wallisa H (df = 11, N = 360) = 288,531 okazala si¢ by¢ wysoce istotna, p = 0,0001.
Istotno$¢ oszacowania byla znacznie doktadniejsza niz pierwotnie zaktadany poziom

istotnosci o = 0,05.

Zgodnie ze schematem postepowania gdy wyniki testu ANOVA rang Kruskala-
Wallisa sg istotne, przeprowadzono test post-hoc dla nieparametrycznej analizy wariancji
(porownan wielokrotnych Dunna), w celu znalezienia konkretnych réznic pomiedzy
badanymi rybami w poszczegdlnych grupach. Wartosci otrzymanych statystyk testowych
Z wraz z odpowiadajagcymi im warto$ciami p zestawiono w Tab. 51, rdéznice istotne

statystycznie zaznaczono kolorem czerwonym.
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Tab. 50) Wyniki testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla wspétczynnika zmian zapalnych w skrzelach g,

GRUPA N waznych Suma Rang Srednia Ranga
Ko 30 1171,500 39,0500
o 30 4215,000 140,5000
No 30 4256,500 141,8833
(4] 30 8984,500 299,4833
k24 30 1487,500 49,5833
F24 30 6720,500 2240167
N24 30 4588,000 152,9333
24 30 7945,000 264,8333
K48 30 1692,500 56,4167
F48 30 8457,500 2819167
nN48 30 6961,500 32,0500
c48 30 8500,000 83,3333

Tab. 51) Wyniki testu pordwnan wielokrotnych (dwustronnych) Dunna dla wspétczynnika zmian zapalnych w skrzelach

lg.

GRUPA K0 0 No a K24 F24 N24 24 K48 F48 N48
1 371578
p 001053
No | 7 3827060 0051482
p 0008559  1,000000
(9| 1 9692325 5916747 5865265
p 0000000  0,000000  0,000000
K24 | 7 0392010 3383568 3435050  9,300315
p 1000000 0047223 0039101  0,000000
F24 | 7 6883747 3108168 3056686  2,808579 6491736
p 0000000 0124245 0147707 0328421  0,000000
No4 | 7 4238299 0462721 0411238 5454026 3846289  2,645448
p 0001486 1000000 1000000 0000003 0007915 0538447
(74| 7 8402786 4627208 4575725 1289539 8010776 1519039 4164487
p 0000000 0000245 0000313  1,00000  0,000000  1,00000  0,002060
K48 | 1 0646320 3129258 3180740  9,046005 0254310 6237426 3591978 7,756465
p 1000000 0115664 0096954 0000000 1000000 0000000  0,021660  0,000000
F48 | 7 9038561 5262983 5211501 0653764 8646551 2154815 4800263 0635776 8392241
p 0000000 0000009 0000012 1000000 0000000 1000000  0,000105 1000000  0,000000
N48 | 1 7182716 3407138 3355656  2,509609 6790706  0,298970  2,944417 1220069 653639 1855845
p 0000000 0043328 0052257 0797709 ~ 0000000  1,000000 0213552 1000000  0,000000 1000000
(48 | 7 9091284 5315706 5264224 0601041 8699274  2,207538 4852985  0,688499 8444964 0052723  1,908568
p 0000000 0000007 0000009  1,000000 0000000 1000000 0000080 1000000 0000000 1000000 1000000
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Ryc. 80) Wspotczynnik reakeji skrzeli Is.

Statystyki opisowe dla wspdiczynnika reakcji skrzeli Ies w poszczegdlnych
grupach przedstawia Ryc. 80. Wyniki nieparametrycznej analizy wariancji ANOVA rang
Kruskala-Wallisa, zaprezentowano w Tab. 52. Warto$¢ statystyki testowej Kruskala-
Wallisa H (df = 11, N = 360) = 300,403 okazata si¢ by¢ wysoce istotna, p = 0,0001.
Istotno$¢ oszacowania byla znacznie doktadniejsza niz pierwotnie zaktadany poziom

istotnosci a = 0,05.

Zgodnie ze schematem postgpowania gdy wyniki testu ANOVA rang Kruskala-
Wallisa sg istotne, przeprowadzono test post-hoc dla nieparametrycznej analizy wariancji
(porownan wielokrotnych Dunna), w celu znalezienia konkretnych réznic pomiedzy
badanymi rybami w poszczegdlnych grupach. Warto$ci otrzymanych statystyk testowych
Z wraz z odpowiadajacymi im warto$ciami p zestawiono w Tab. 53, réznice istotne

statystycznie zaznaczono kolorem czerwonym.
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Tab. 52) Wyniki testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla wspétczynnika reakeji skrzeli Igs.

GRUPA N waznych Suma Rang Srednia Ranga
Ko 30 1465,500 48,8500
Fo 30 3808,500 126,9500
No 30 4076,500 135,8833
@ 30 8160,500 272,0167
k24 30 1407,500 46,9167
F24 30 7284,000 242,8000
N24 30 5501,000 183,3667
24 30 9460,500 315,3500
K48 30 1294,000 43,1333
F48 30 8139,500 71,3167
N48 30 5886,500 196,2167
48 30 8496,000 283,2000

Tab. 53) Wyniki testu porownan wielokrotnych (dwustronnych) Dunna dla wspétczynnika reakeji skrzeli Igs.

GRUPA K0 0 No a K24 F24 N24 24 K48 F48 N48
7 2906581
p 0241165
No | 7 3230045 0332464
p 0079154 1,000000
(9| 1 8305403 5398822 5066358
p 0000000  0,000004  0,000027
K24 | 7 007951 2978532 331099 8377355
p 1000000 0191157 0061356  0,000000
Fo4 | 7 7218072 4311491 3979026  1,087332  7,200023
p 0000000 000070 0004567  1,000000  0,000000
N24 | 7 5006192 209911 1767147 3209211 5078143  2,211880
p 0000037  1,00000 1000000 0063992 0000025 1000000
(74| 7 9918103 7011522 6679058  1,612700 9990054  2,700031 4911911
p 0000000 0000000 0000000  1,000000  0,000000 0457597  0,000060
K48 | 1 0212752 3119333 3451798 8518156 0140801 7430824 5218944 10,3086
p 1000000 011932 0036753 0000000 1000000 0000000  0,000012  0,000000
F48 | 7 8279350 5372771 5040307 0,026051 8351303  1,061280 3273160  1,63875 849210
p 0000000 0000005 0000031 1000000 0000000 1000000  0,070192 1000000  0,000000
N4 | 7 5484419 2577838 2,245374 2820084 5556371 1733652 0478227 443368 569717  2,794933
p 0000003 0656175  1,000000 0315986 0000002  1,000000 1000000 0000611 ~ 0000001  0,342610
(48 | 7 877604 5815023 5482559 0416201 8793555 1503532 3715412 119650 893436 0442252  3,37184
p 0000000 0000000  0,000003  1,000000 0000000 1000000 0013390 1000000 0000000 1000000  0,079%72
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Poziom réznic reakcji w postaci zmian patomorfologicznych skéry i skrzeli

wystepujacych u pstragéw teczowych w wyniku zastosowania kapieli z badanymi

substancjami w poszczegolnych powtorzeniach przedstawiono w Tab. 54.

Tab. 54) Pordwnanie istotnoSci statystycznej réznic wspétczynnikéw wzorcow reakeji i reakeji narzqdéw v pstrqgéw
teczowych po jednokrotnej, dwukrotnej i trzykrotnej kgpieli w badanych substancjach (w obrebie wiersza rdznicom

istotnym statystycznie p<0,05 przypisano oznaczenia literowe).
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6.5. Analiza wspéltczynnikéw catosciowych

Catosciowy wspotczynnik wzorca reakcji
Ic

18

16 1

14} e x

o7 b B |

: l ‘ A : : ‘ . ‘ ) ‘ . o Mediana
KO FO NO CO K24 F24 N24 C24 K48 F48 N48 (48 [125%-75%

GRUPA T Zakres nieodstajacych

Ryc. 81) CatoSciowy wspdtczynnik zaburzen krgzenia I.

Statystyki opisowe catosciowego wspoélczynnika zaburzen krazenia Ic
w poszczegolnych grupach przedstawia Ryc. 81. Wyniki nieparametrycznej analizy
wariancji ANOVA rang Kruskala-Wallisa, zaprezentowano w Tab. 55. Wartos¢
statystyki testowej Kruskala-Wallisa H (df = 11, N = 360) = 193,561 okazata si¢ by¢
wysoce istotna, p = 0,0001. Istotno§¢ oszacowania byla znacznie doktadniejsza niz

pierwotnie zaktadany poziom istotnosci a = 0,05.

Zgodnie ze schematem postgpowania gdy wyniki testu ANOVA rang Kruskala-
Wallisa sg istotne, przeprowadzono test post-hoc dla nieparametrycznej analizy wariancji
(porownan wielokrotnych Dunna), w celu znalezienia konkretnych réznic pomiedzy
badanymi rybami w poszczegdlnych grupach. Warto$ci otrzymanych statystyk testowych
Z wraz z odpowiadajacymi im warto§ciami p zestawiono w Tab. 56, roznice istotne

statystycznie zaznaczono kolorem czerwonym.
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Tab. 55) Wyniki testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla catosciowego wspétezynnika zaburzen krgzenia I..

GRUPA N waznych Suma Rang Srednia Ranga
Ko 30 1582,500 52,7500
Fo 30 4931,000 164,3667
No 30 7367,500 245,5833
(4] 30 8864,000 295,4667
k24 30 2034,000 67,8000
F24 30 5471,500 182,3833
N24 30 6293,500 209,7833
24 30 7217,000 240,5667
K48 30 2038,500 67,9500
F48 30 6715,500 223,8500
N48 30 6995,000 233,1667
c48 30 5470,000 182,3333

Tab. 56) Wyniki testu poréwnan wielokrotnych (dwustronnych) Dunna dla catos$ciowego wspétczynnika zaburzed

krgzenia l..
GRUPA K0 0 NO a K24 24 NZ24 (24 K48 48 N8
07 415394
p 0002157
MO | I 7176514 3002571
P 0000000  0,165420
|1 9032979 4879037 1856465
P 0000000 0000070  1,000000
K24 | T 0560103 3593839 6616411 8472876
P 1000000 0021506  0,000000  0,000000
F24 | T 4824453 0670511  2,352060 4208526  4,264350
P 0000093 1000000  1,000000 000169 0001323
N24 | T s5p44176 1690233  1,332338  3,188803 5284073  1,019722
P 0000000 1000000 1,000000 0094290  0,000008  1,000000
(24 | T 699813 2835870  0,186701  2,043166 6429710  2,165359  1,145637
P 0000000 0301627  1,000000 1000000 0000000 1000000  1,000000
K48 | T 0565685 3588257  6,610828 8467294 0005582 4258768 5278490  6,424127
P 1000000 0021971  0,000000 0000000 1000000  0,001357 0000009  0,000000
F48 | 1 6367683 2213740 0808831 266529 5807580  1,543230 0523507  0,622130 5801997
P 0000000 1000000 1,000000 0507675  0,000000  1,000000 1000000 1000000  0,000000
N48 | T 6714413 2560471 0462100 22318566  6,154310  1,889960 0870238 0275399  6,148728  0,346730
P 0000000  0,689%1  1,000000 1000000  0,000000  1,000000 1000000 1000000  0,000000 1000000
(48 | T 4822592 0668650 22353921 4210387 4262489  0,001861 1021583 2167220 4256907 1545090  1,891821
P 0000094 1000000 1,000000 0001683 0001334  1,000000 1000000 1000000  0,001368 1000000  1,000000
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Catosciowy wspotczynnik wzorca reakcji
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Ryc. 82) CatoSciowy wspotczynnik zmian wstecznych I;.

Statystyki opisowe calosciowego wspoélczynnika zmian wstecznych IR
w poszczegolnych grupach przedstawia Ryc. 82. Wyniki nieparametrycznej analizy
wariancji ANOVA rang Kruskala-Wallisa, zaprezentowano w Tab. 57. Wartos¢
statystyki testowej Kruskala-Wallisa H (df = 11, N = 360) = 312,775 okazata si¢ by¢
wysoce istotna, p = 0,0001. Istotno§¢ oszacowania byla znacznie dokladniejsza niz

pierwotnie zaktadany poziom istotnosci a = 0,05.

Zgodnie ze schematem postgpowania gdy wyniki testu ANOVA rang Kruskala-
Wallisa sg istotne, przeprowadzono test post-hoc dla nieparametrycznej analizy wariancji
(porownan wielokrotnych Dunna), w celu znalezienia konkretnych réznic pomiedzy
badanymi rybami w poszczegdlnych grupach. Wartosci otrzymanych statystyk testowych
Z wraz z odpowiadajacymi im warto§ciami p zestawiono w Tab. 58, roznice istotne

statystycznie zaznaczono kolorem czerwonym.
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Tab. 57) Wyniki testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla catoSciowego wspotczynnika zmian wstecznych I;.

GRUPA N waznych Suma Rang Srednia Ranga
Ko 30 1529,50 50,9833
Fo 30 3535,50 117,8500
No 30 4166,50 138,8833
(4] 30 7166,50 238,8833
k24 30 1289,50 42,9833
F24 30 5867,50 195,5833
N24 30 6415,50 213,8500
24 30 9416,00 313,8667
K48 30 1394,50 46,4833
F48 30 7396,00 246,5333
N48 30 6644,00 221,4667
c48 30 10159,00 338,6333

Tab. 58) Wyniki testu pordwnan wielokrotnych (dwustronnych) Dunna dla catosciowego wspétczynnika zmian wstecznych

Iy

GRUPA K0 0 NO a K24 24 NZ24 (24 K48 48 N8
| 1 248852
p 0846623
M| T 321130 0,782780
P 0070656  1,000000
@\ 1 6999 4504394  3,721615
P 0000000  0,000439  0,013065
K24 | T 029773 2786249 3569028  7,290643
P 1,000000 0351925  0,023648  0,000000
F24 | T 538145 2892935  2,110155  1,611459 567918
P 0000005 025189  1,000000 1000000  0,000001
N24 | T 606127 3572750  2,789970 0931644 635000  0,679815
P 0000000 0023315  0,347905 1000000  0,000000  1,000000
(24 | T 978350 77294985 6512205  2,790591 1008123  4,402050  3,722235
P 0000000 0000000  0,000000 0347239 0000000 0000708  0,013033
K48 | T 016747 2655992 3438772 7,160387 03026 5548927 6228742 995098
P 1,000000 0521898  0,038568  0,000000 1000000 0000002  0,000000  0,000000
F48 | T 721762 4789098 4006318  0,284704 757535 1896163 1216348 250589  7,44509
P 0000000 0000111 0004070 1000000 0000000  1,000000  1,000000  0,806154  0,000000
N8 | T 634473 3856213 3073433 0,648181 6064246 0963278 0283463 343877 651221 0932885
P 0000000 0007600  0,139%63 1000000  0,000000  1,000000 1000000 0038568  0,000000 1000000
(48 | 1T 1070522 8216705 7433925 3712311 11,0095 5323770  4,643955 092172 10,87270 3427607  4,360492
P 0000000 0000000 0,000000 0013555  0,000000  0,000007 0000226 1000000  0,000000 0040189  0,000856
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Ryc. 83) CatoSciowy wspétczynnik zmian postepowych I,.

Statystyki opisowe calo$ciowego wspotczynnika zmian postgpowych Ip
w poszczegolnych grupach przedstawia Ryc. 83. Wyniki nieparametrycznej analizy
wariancji ANOVA rang Kruskala-Wallisa, zaprezentowano w Tab. 59. Wartos¢
statystyki testowej Kruskala-Wallisa H (df = 11, N = 360) = 190,370 okazata si¢ by¢
wysoce istotna, p = 0,0001. Istotno§¢ oszacowania byta znacznie dokladniejsza niz

pierwotnie zaktadany poziom istotnosci a = 0,05.

Zgodnie ze schematem postgpowania gdy wyniki testu ANOVA rang Kruskala-
Wallisa sg istotne, przeprowadzono test post-hoc dla nieparametrycznej analizy wariancji
(porownan wielokrotnych Dunna), w celu znalezienia konkretnych réznic pomigdzy
badanymi rybami w poszczegdlnych grupach. Warto$ci otrzymanych statystyk testowych
Z wraz z odpowiadajacymi im warto§ciami p zestawiono w Tab. 60, roznice istotne

statystycznie zaznaczono kolorem czerwonym.
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Tab. 59) Wyniki testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla catosciowego wspétezynnika zmian postgpowych I;.

GRUPA N waznych Suma Rang Srednia Ranga
Ko 30 2452,500 81,7500
Fo 30 3721,000 124,0333
No 30 6674,000 222,4667
(4] 30 7182,500 2394167
k24 30 1776,000 59,2000
F24 30 6950,000 231,6667
N24 30 6434,500 214,4833
24 30 7836,500 261,2167
K48 30 1595,000 53,1667
F48 30 8064,000 268,8000
N48 30 6372,500 2124167
c48 30 5921,500 197,3833

Tab. 60) Wyniki testu poréwnai wielokrotnych (dwustronnych) Dunna dla catoSciowego wspétczynnika zmian
postgpowych .

GRUPA K0 0 NO a K24 24 NZ24 (24 K48 48 N8
FO| 1T 1573623
p 1000000
MO | T 523693 3663309
P 0000011 0016433
(0| 1 5867746 4294123  0,630814
P 0000000  0,001158  1,000000
K24 | T 0839224 2412847 6076156  6,706970
P 1000000 1000000  0,000000  0,000000
F24 | T 5579321 4005698  0,342389  0,288425 6418545
P 0000002 0004081  1,000000  1,000000  0,000000
N24 | T 4939823 3366200 0297109  0,927923 5779047  0,639497
P 0000052 0050299  1,000000 1000000  0,000000  1,000000
(24 | T 6679058 5105435 1442126 0811312 7,518282  1,099737  1,739235
P 0000000 0000022  1,000000 1000000 0000000 1000000  1,000000
K48 | T 1063762 2637384 6300694 6931507 0224537 6643082  6,003585  7,742819
P 1000000 0551418  0,000000 0000000 1000000  0,000000 0000000  0,000000
F48 | 1 6961280 5387657  1,724348 1093534  7,800504  1,381960 2021457 0282222  8,025042
P 0000000 0000005  1,000000 1000000  0,000000  1,000000 1000000 1000000  0,000000
N48 | T 4862910 3289287 0374022 1004836 5702134 0716411 0076913 1816148 5926671  2,098370
P 0000076 0066291  1,000000 1000000  0,000001  1,000000 1000000 1000000  0,000000 1000000
(48 | 1 4303427 2729804 0933505 1564319 5142651  1,275894 063639 22375631 5367189  2,657853  0,559483
P 0001110 0418255  1,000000 1000000  0,000018  1,000000 1000000 1000000  0,000005 0519025  1,000000
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Ryc. 84) CatoSciowy wspotczynnik zmian zapalnych I,

Statystyki opisowe calo$ciowego wspdiczynnika zmian zapalnych I
w poszczegolnych grupach przedstawia Ryc. 84. Wyniki nieparametrycznej analizy
wariancji ANOVA rang Kruskala-Wallisa, zaprezentowano w Tab. 61. Wartos¢
statystyki testowej Kruskala-Wallisa H (df = 11, N = 360) = 269,018 okazata si¢ by¢
wysoce istotna, p = 0,0001. Istotno§¢ oszacowania byla znacznie dokladniejsza niz

pierwotnie zaktadany poziom istotnosci a = 0,05.

Zgodnie ze schematem postgpowania gdy wyniki testu ANOVA rang Kruskala-
Wallisa sg istotne, przeprowadzono test post-hoc dla nieparametrycznej analizy wariancji
(porownan wielokrotnych Dunna), w celu znalezienia konkretnych réznic pomiedzy
badanymi rybami w poszczeg6lnych grupach. Warto$ci otrzymanych statystyk testowych
Z wraz z odpowiadajagcymi im warto$ciami p zestawiono w Tab. 62, réznice istotne

statystycznie zaznaczono kolorem czerwonym.

148



Tab. 61) Wyniki testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla catoSciowego wspétczynnika zmian zapalnych I,

GRUPA N waznych Suma Rang Srednia Ranga
Ko 30 1545,000 51,5000
Fo 30 3971,500 132,3833
No 30 4354,000 145,1333
(4] 30 8541,500 284,7167
k24 30 1155,500 38,5167
F24 30 6281,500 209,3833
N24 30 5553,500 185,1167
24 30 7974,500 265,8167
K48 30 1776,000 59,2000
F48 30 7638,000 254,6000
N48 30 7337,000 244,5667
c48 30 8852,000 295,0667

Tab. 62) Wyniki testu porownai wielokrotnych (dwustronnych) Dunna dla cato$ciowego wspotczynnika zmian zapalnych

GRUPA K0 0 NO a K24 24 NZ24 (24 K48 48 N8
FO | T 3010166
p 0172329
NO | I 3484672 0474506
P 0032521  1,000000
(0| 1 38679426 50669260 5194754
P 0000000 0000001  0,000014
K24 | T 0483190 3493356 3967861  9,162615
P 1000000 0031481  0,004786  0,000000
F24 | T 5875809 2865643  2,391137  2,803616  6,358999
P 0000000 0274668  1,000000  0,333518  0,000000
N24 | T 4972697 1962531 1488026  3,706728 5455887  0,903112
P 0000044  1,000000  1,000000 0013857  0,000003  1,000000
(24 | 1 7976040 4965874 4491369 0703385 8459230  2,100231  3,003343
P 0000000 0000045  0,000467 1000000  0,000000 1000000  0,176241
K48 | T 0286564 2723602  3,98108 8392861 0769754 5589245 4686133  7,689476
P 1000000 0426191  0,091300 0000000 1000000  0,000002 0000184  0,000000
F48 | T 7558599 4548433 4073927 1120826  8,041789  1,682790 2585902 0417441  7,272035
P 0000000 0000357  0,003051 1000000 0000000  1,000000 0641022 1000000  0,000000
N48 | T 7185197 4175031 3700525 1494228  7,668387  1,309388 2212500  0,790843  6,898633  0,373402
P 0000000 000196 0014200 1000000  0,000000  1,000000 1000000 1000000  0,000000 1000000
(48 | 1 9064613 6054447 5579941 0385187 9547802  3,88803 4091915 1088572 8778048 1506013 1879415
P 0000000 0000000 0,000002 1000000 0000000  0,094290 0002824 1000000  0,000000 1000000  1,000000
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Catosciowy wspotczynnik oceny histologicznej
Tot |
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GRUPA T Zakres nieodstajacych

Ryc. 85) CatoSciowy wspotczynnik oceny histologicznej Tot I.

Statystyki opisowe cato§ciowego wspodiczynnika oceny histologicznej Tot |
w poszczegolnych grupach przedstawia Ryc. 85. Wyniki nieparametrycznej analizy
wariancji ANOVA rang Kruskala-Wallisa, zaprezentowano w Tab. 63. Wartos¢
statystyki testowej Kruskala-Wallisa H (df = 11, N = 360) = 310,359 okazata si¢ by¢
wysoce istotna, p = 0,0001. Istotno§¢ oszacowania byla znacznie dokladniejsza niz

pierwotnie zaktadany poziom istotnosci a = 0,05.

Zgodnie ze schematem postgpowania gdy wyniki testu ANOVA rang Kruskala-
Wallisa sg istotne, przeprowadzono test post-hoc dla nieparametrycznej analizy wariancji
(porownan wielokrotnych Dunna), w celu znalezienia konkretnych réznic pomiedzy
badanymi rybami w poszczegolnych grupach. Warto$ci otrzymanych statystyk testowych
Z wraz z odpowiadajacymi im warto§ciami p zestawiono w Tab. 64, roznice istotne

statystycznie zaznaczono kolorem czerwonym.
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Tab. 63) Wyniki testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa dla catoSciowego wspotczynnika oceny histologicznej Tot 1.

GRUPA N waznych Suma Rang Srednia Ranga
Ko 30 1512,500 50,4167
Fo 30 3405,000 113,5000
No 30 4338,500 144,6167
@ 30 7636,500 254,5500
K24 30 1259,000 41,9667
F24 30 5855,000 195,1667
N24 30 6001,500 200,0500
24 30 9336,000 311,2000
K48 30 1413,000 47,1000
F48 30 7711,500 257,0500
N48 30 6700,500 223,3500
c48 30 9811,000 327,0333

Tab. 64) Wyniki testu poréwnaii wielokrotnych (dwustronnych) Dunna dla catosciowego wspétczynnika oceny
histologicznej Tot I.

GRUPA K0 0 NO a K24 24 NZ24 (24 K48 48 N8
|1 234m
p 1000000
NO | T 350576 1,158042
P 0030050  1,000000
@\ 1 715706 5249337 4,091295
P 0000000 0000010  0,002831
K24 | T 031448 2662195 3820237  7,911532
P 1000000 0512377  0,008799  0,000000
F24 | T 538704 3039319 1881276  2,210019 570151
P 0000005 0156495  1,000000 1000000  0,000001
N24 | T 556878 3221057  2,063015  2,028280 588325  0,181739
P 0000002 0084294  1,000000 1000000 0000000  1,000000
24 | T 970535 7357632 6199590  2,108295  10,01983 4318314 4136575
P 0000000 0000000  0,000000 1000000 0000000 0001038  0,002327
K48 | T 012343 24701152 3629195  7,720490 019104 5510471 5692210  9,82878
P 1000000 0888878 0018764 0000000 1000000  0,000002 0000001  0,000000
F48 | T 769010 5342378 4184335  0,093040  8,00457  2,303059 2121320 201525 781353
P 0000000 0000006  0,001888 1000000  0,000000  1,000000 1000000 1000000  0,000000
N48 | T 643591 4088194 2930151 1161144 675039  1,048875 0867136 326944 655935 1254184
P 0000000 0002869 0223606 1000000  0,000000  1,000000 1000000 0071122  0,000000 1,000
(48 | 1 1029461 7946888  6,788845 2697550  10,60908 4907569 4725830 058926 1041804 2604510  3,858694
P 0000000 0000000 0,000000 0461021  0,000000  0,000061 0000151 1000000  0,000000 0607238  0,007524
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Poziom sumarycznych réznic reakcji w postaci wystgpowania zmian
patomorfologicznych u pstragdéw teczowych w wyniku zastosowania kapieli z badanymi

substancjami w poszczegolnych powtorzeniach przedstawiono w Tab. 65.

Tab. 65) Pordwnanie istotnosci statystycznej roznic catosciowych wspotczynnikow wzorcow reakeji i catoSciowego
wspotczynnika oceny histologicznej Tot | u pstrqgdw teczowych po jednokrotnej, dwukrotnej i trzykrotnej kqpieli
w badanych substancjach (w obrehie wiersza roznicom istotnym statystycznie p<0,05 przypisano oznaczenia literowe).

/lezfoiil;/ Wspétczynnik K : Substancja N C
Ix I a b be C
A a a a b
I, a a b ]
I, a ab b C
Tot | a b b C
2x I a b b b
Ik a b b C
lp a b b ]
I, a b b b
Tot | a b b C
Fx I a b b b
Ik a b b C
Iy a b b b
I, a b b b
Tot | a b hc C
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7. DYSKUSJA

7.1. Czynniki  wplywajgce  na  skuteczno$é  kgpieli

profilaktycznych

Choroby sa gtéwnym czynnikiem zagrazajagcym rozwojowi akwakultury (FAO,
2020; OIE, 2021). Wywieraja znaczny wptyw na dobrostan zwierzat, zrodla utrzymania
ludzi, a takze $rodowisko. Szacuje si¢, ze ryzyko przysztych epidemii wzro$nie wraz
ze wzrostem produkcji, udomowieniem nowych gatunkow i intensyfikacja handlu (FAO,
2020; OIE, 2021). Profilaktyczne i lecznicze kapiele antyseptyczne nalezg do kluczowych
dziatan bioasekuracyjnych, stanowigc istotne narzedzia zapobiegania chorobom
(Naumowicz, 2017; Naumowicz i Terech-Majewska, 2019; Noga, 2010; Scarfe i Pali¢,
2020).

Podanie substancji do wody w ramach profilaktyki i terapii leczniczej jest
stosowane nie tylko w przypadku problemoéw zewngtrznych, takich jak ektopasozyty, ale
takze w przypadku chorob ogdlnoustrojowych. Niestety podanie substancji do wody
ma swoje wady i ograniczenia, gtownie ze wzglgdu na to, ze dodaje kolejng ztozong
zmienng do czynnikow, ktore nalezy wzig¢ pod uwage przy probie ustalenia wlasciwej
dawki terapeutycznej do leczenia ryb w okreslonych okoliczno$ciach (Kleinow i in.,

2008; Noga, 2010; Tierney i in., 2013; Treves-Brown, 2000).

Farmakokinetyka obejmuje cztery procesy =zalezne od czasu: absorpcje,
rozmieszczenie, biotransformacj¢ (metabolizm) i wydalanie (ADME, ang. chemical
absorption, distribution, metabolism, excretion). Od tych proceséw zaleza poziomy
endogennych, jak i egzogennych zwigzkow, zarowno krazacych, jak i komorkowych,
a takze ich aktywno$¢ fizjologiczna, farmakologiczna 1 toksykologiczna. Badania
farmako- i toksykokokinetyczne dotyczg zmian stezenia substancji chemicznej lub jej
metabolitow w czasie, w plynach krazacych lub innych tkankach. U ryb opisano dobrze
wiele modeli toksykokinetycznych (zaréwno klasycznych, jak i fizjologicznych), dzigki
pogtebieniu wiedzy o ADME w tej grupie zwierzat (Stadnicka i in., 2012; Tierney i in.,
2013).
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Potencjal wchtaniania farmakoterapeutykéw 1 ksenobiotykow przez ryby
wystepuje we wszystkich komorkach nabtonka majacych kontakt z woda i pokarmem.
Jednakze najwigkszy jest w nabtonkach uktadu oddechowego i przewodu pokarmowego,
ktorych budowa sprzyja szybkiemu i skutecznemu wchianianiu. Cechami tkanki
nablonkowej zwickszajacymi szybkos¢ wchlaniania s3: duza powierzchnia, krotki
dystans dyfuzji i wysoka perfuzja krwi. Wymienione cechy beda wykazywaty rdéznice nie
tylko miedzygatunkowe, ale bedg réwniez rézne na réznych etapach rozwojowych.
Substancje chemiczne przenikajg do i przez nablonek za pomocg mechanizmow: prostej
dyfuzji biernej, dyfuzji utatwione;j, filtracji przez kanaty btonowe, transport aktywny

i endocytoze (Stadnicka i in., 2012; Tierney i in., 2013).

Budowa powtoki wspolnej jest u ryb czynnikiem, ktéry moze wpltywaé na
skuteczno$¢ kapieli profilaktycznych i terapeutycznych. Zmiany w grubosci skory
i obecnosci tusek wptywajg na szybkos$¢ wcehtaniania substancji przez skorg. Ponadto brak
keratynizacji naskorka oraz bogata sie¢ unaczynienia drugorzedowego moze zwigkszaé
zdolnos$¢ lekow do penetracji skory, co bedzie szczegdlnie wazne u narybku (Erickson
I in., 2008; Kleinow i in., 2008; Noga, 2010). Co wigcej, mtode ryby maja znacznie
wiekszy stosunek powierzchni skéry do powierzchni skrzeli, a skora moze by¢ gléwna
droga pobierania tlenu przez larwy, az do pelnego rozwoju skrzeli (Erickson i in., 2008;
Rombough, 2002; Tierney i in., 2013). Bedzie to miato rowniez wplyw w sytuacji
odwrotnej, gdy ryby beda przenoszone z kapieli terapeutycznej do czystej wody. W tej
sytuacji ste¢zenia ogolnoustrojowe podanej substancji moga szybko spada¢ z powodu
szybkiego spadku gradientu stezen (Kleinow i in., 2008; Noga, 2010).

Ze wzgledu na petnione réznorodne funkcje fizjologiczne skrzela ryb maja
nastepujace cechy, wazne dla absorpcji substancji chemicznych z wody (Erickson i in.,
2008; Noga, 2010):

- przeplywaja przez nie duze objetosci wody na godzing, od kilku do kilkuset razy
wieksze niz objetos¢ ryby, ponadto wystepuje w nich znaczny przeptyw krwi
(zwykle o rzad wielkosci nizszy niz objgtos¢ przeptywu wody);

- maja duza powierzchnie, a do tego niewielka odlegto$¢ oddzielajaca wode 1 krew;

- w blaszkach skrzelowych ma miejsce przeciwpradowy przeptyw krwi i wody,
poprawia to wydajnos¢ wymiany czasteczek migdzy nimi;

- tkanka nabtonkowa skrzeli zawiera rdznorodne systemy biochemiczne, ktore

wplywaja 1 reguluja wymiang roéznych substancji migdzy krwia a woda
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przechodzaca przez skrzela; biatka transportowe i kanaly jonowe mogg shuzy¢
jako miejsca wchtaniania substancji chemicznych o odpowiednich
Wiasciwosciach fizykochemicznych;

- zbedne produkty wymiany oddechowej i metabolizmu azotowego (dwutlenek
wegla i amoniak) wptywaja na pH powierzchni skrzelowej, tworzac srodowisko
chemiczne przylegajace do ich powierzchni, ktéore moze znacznie r6znié si¢
od otaczajacej wody (Lloyd i Herbert, 1960; Playle i Wood, 1989; Wright i in.,
1986);

- komorki nabtonka skrzeli sa pokryte cienkg warstwa §luzu, ktoéry rowniez moze
wptywacé na specjacje chemiczng na powierzchni skrzeli i w sgsiadujacej wodzie

(Tao i in., 2002).

Opracowano modele biodostepnosci i wchtaniania substancji chemicznych przez
nabtonek skrzeli. Absorpcja czgsteczek bedzie zachodzi¢ dzigki transferowi przez szereg
przedzialow wodnych i lipidowych (Erickson i in., 2008; Tierney i in., 2013). Najpierw
substancja chemiczna musi dotrze¢ z woda do powierzchni nabtonka, a nast¢pnie, aby
dosta¢ si¢ do krwi, musi przej$¢ przez kilka barier dyfuzyjnych, w tym blon¢ komérkowa.
Szybko$¢ przenikania przez bariery bedzie zalezala od wiasciwosci chemicznych
substancji, a dokladniej od wspolczynnika podzialu logKyy,, bedacego miarg
lipofilowosci substancji. Wzajemny stosunek wchtaniania danej substancji w skrzelach
do jej log Kow, Opisuje funkcja sigmoidalna (Erickson i in., 2008; Erickson i McKim,
1990; McKim i in., 1985; Stadnicka i in., 2012; Tierney i in., 2013).

Substancje rozpuszczalne w wodzie z log Koy < 1 sg bardzo dostepne dla
nabtonka skrzeli, poniewaz tatwo rozpuszczajg si¢ w wodzie. Ich wchtanianie jest jednak
bardzo niskie, poniewaz ze wzgledu na bardzo niska rozpuszczalno$¢ w lipidach,
nie przechodza tatwo z wody do komorek. Do takich substancji nalezy formaldehyd,
ktorego log Koy = 0,35. W przypadku substancji o wartosciach log Ky, 0d 1 do 3,
absorpcja wzrasta wraz ze wzrostem log Ky, poniewaz maja one wystarczajaca
rozpuszczalno§¢ w wodzie, aby mogty dotrze¢ do nablonka skrzeli i wystarczajaca
rozpuszczalno$¢ w lipidach, aby ulec dyfuzji przez blony komorkowe. Jednakze ich
poziom wchlaniania jest nizszy niz w przypadku tlenu, CO nalezy rozpatrywaé
w kategoriach specjacji chemicznej i wlasciwosci transportu przez btony. Wchtlanianie
substancji o log K,y < 3 jest wolniejsze, poniewaz te substancje nie wiazg si¢ tak silnie

ze sktadnikami krwi, co podczas przechodzenia przez skrzela skutkuje znacznym
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wzrostem stezenia wolnych substancji we krwi, zmniejszajac w ten sposob gradient
dyfuzji. Szybkos¢ absorpcji substancji o0 log Koy, < 3 bedzie wige przede wszystkim
ograniczona przez szybkosc¢, z jaka krew przeptywa przez blaszki skrzelowe (Erickson
i in., 2008; Erickson i McKim, 1990; McKim i in., 1985; Tierney i in., 2013).

Dla obojetnych zwigzkoéw organicznych o umiarkowanej hydrofobowosci
(3 < log Koy < 6) wydajno$¢ wchianiania przez skrzela pozostaje wysoka i wzglgdnie
stala, 0 warto$ciach zblizonych do tlenu. Absorpcja tych substancji jest wysoka,
poniewaz, podobnie jak tlen: wystepuja one w wodzie jako proste, mate, obojetne
czasteczki, ktore moga tatwo dyfundowaé do 1 przez nablonek skrzeli, oraz tatwo wigza
si¢ ze sktadnikami krwi, utrzymujac w ten sposob silny gradient dyfuzji z wody do krwi.
Szybko$¢ wchtaniania tych substancji jest przede wszystkim ograniczona przez szybkos$é,
z jakg woda przeptywa przez blaszki skrzelowe (Erickson i in., 2008; Erickson i McKim,
1990; McKim i in., 1985; Tierney i in., 2013).

W przypadku substancji hydrofobowych (log Koy, > 6) wchtanianie przez
nabtonek skrzeli jest ograniczone ze wzgledu na ich bardzo niska rozpuszczalnosc
w wodzie. Trudniej dyfunduja przez btony komorkowe, poniewaz wigkszy rozmiar tych
czasteczek zmniejsza ich zdolno$¢ do penetracji bton lipidowych. Ponadto ich wysoka
hydrofobowo$¢ powoduje, ze moga faczy¢ si¢ w micele, ktore poprzez znaczny wzrost
ich masy czasteczkowej i objetosci dodatkowo zmniejsza szybko$¢ wchianiania. Niskim
tempem absorpcji bedg charakteryzowaly sie rowniez substancje czgsciowo zjonizowane,
poniewaz formy jonowe substancji trudniej dyfunduja przez blony lipidowe.
W przypadku obu tych grup substancji tempo absorpcji jest ograniczone gtownie przez
ich dyfuzje przez nablonek, a nie przez przeptyw wody i krwi (Erickson i in., 2008;
Erickson i McKim, 1990; McKim i in., 1985; Tierney i in., 2013).

Ryby w hipertonicznym $rodowisku wody morskiej pija znaczne ilosci wody
| razem z nig moga przyja¢ pewne ilosci substancji przez przewdd pokarmowy. Ryby
stodkowodne, pija malo wody, stad wchlanianie przez przewod pokarmowy
w $rodowisku hipotonicznym zachodzi tylko w nieznacznym stopniu (Noga, 2010;
Treves-Brown, 2000). Na przyktadzie sulfonamidéw u pstraga teczowego wykazano
znacznie wyzsze wchianianie sulfonamidéw podanych do wody stonej niz do wody
stodkiej (Bergsjo i Bergsjo, 1978; Treves-Brown, 2000). Z drugiej strony, podanie do

wody stonej moze prowadzi¢ do chelatowania substancji, obnizajac ich biodostepnos¢.
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Chelatowanie dwuwartosciowych kationéw do kompleksow o ladunku obojetnym
uniemozliwia swobodne wchtanianie przez btony komodrkowe. U pstraga teczowego
udowodniono gorsza przyswajalnos¢ oksytetracykliny w przypadku wody stonej
(Lunestad i Gokseyr, 1990). Wychwytywanie wielu innych lekéw rowniez jest mniej
wydajne w wodzie morskiej niz w wodzie stodkiej (Lunestad, 1992; Lunestad
I Samuelsen, 2001; Rairat i in., 2020).

Wiasciwe stosowanie kapieli profilaktycznych i leczniczych bedzie zalezalo nie
tylko od dobrej znajomosci chordb wystepujacych w danym gospodarstwie, ale takze od
wlasciwosci  zastosowanego S$rodka farmakologicznego, leczonego gatunku oraz
warunkow $rodowiskowych. Podczas podawania substancji do wody, oprocz okresu
pottrwania w rybach nalezy wziag¢ pod uwage ich okres pottrwania w srodowisku (Noga,
2010). Ryby bardzo szybko przyswajaja substancje podane do wody. Dla wigkszoSci
substancji czas (t,q.) mijajacy od podania substancji do osiggnigcia w 0S0CzU Krwi
maksymalnego stezenia (C,,q,) SUbstancji aktywnej u zadnego zbadanego gatunku nie
jest dtuzszy niz 30 minut, a U gatunkéw matych tropikalnych ryb ozdobnych moze by¢
krotszy niz 60 sekund. Po przekroczeniu tego czasu ryby bedg ptywaé w substancji, ktorej
juz nie potrzebuja przyswajac, podobnie jak wszystkie inne ryby w tym samym zbiorniku
lub stawie, niezaleznie od zapotrzebowania na dawke. Sytuacja ta bedzie si¢ utrzymywac

az do catkowitej wymiany wody (Treves-Brown, 2000).

Wigkszo$¢ substancji dodawanych do wody jest niestabilna i szybko ulega
degradacji, w zwiazku z tym wlasciwe dawkowanie jest utrudnione, co moze prowadzic¢
do osiggnigcia niewtasciwego stezenia administrowane]j substancji (zbyt niskiego lub
zbyt wysokiego) (Noga, 2010; Treves-Brown, 2000). Ponadto substancje niestabilne
w wodzie moga wymagaé wielokrotnego dawkowania 1 usuwania nieaktywnych
produktow ubocznych substancji, czgstokro¢ toksycznych, wraz z podmianami wody
(Kleinow i in., 2008; McDonnell i Russell, 1999). Dodatkowo wykorzystywane
substancje czgsto maja niski indeks terapeutyczny i musza by¢ $cisle monitorowane pod
katem ichtiotoksyczno$ci w trakcie stosowania (Noga, 2010; Treves-Brown, 2000).
W przypadku $rodkéw przeznaczonych do leczenia chordb ogdlnoustrojowych,
konieczne jest osiggnigcie stezenia terapeutycznego w tkankach docelowych i tylko

nieliczne z substancji podawanych w wodzie mogg je osiagna¢ (Treves-Brown, 2000).
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Na aktywno$¢ chemiczng i szybko$¢ wchtaniania moga mie¢ wpltyw pH,
temperatura, $wiatlo, twardo$¢ wody i wiele innych czynnikow (Lunestad, 1992; Treves-
Brown, 2000). Prawie wszystkie dane dotyczace farmakologii lekéw i losow substanciji
w srodowisku pochodza ze Srodowisk o klimacie umiarkowanym. Wiekszo$¢ dawek dla
substancji podawanych do wody opiera si¢ na badaniach gatunkow ryb hodowlanych
(np. tososiowatych), a stosunkowo niewiele informacji jest dostepnych 0 gatunkach
tropikalnych (Noga, 2010; Reimschuessel i in., 2005). Podczas stosowania kapieli
profilaktycznych i leczniczych istnieje ryzyko wystgpienia reakcji idiosynkratycznych
lub nadwrazliwosci. Stosunkowo niewielkie réznice w dawkowaniu, czasie ekspozycji
lub temperaturze moga mie¢ duzy wplyw na toksycznos$¢ substancji, nawet w przypadku
gatunkow ryb, dla ktorych dawki terapeutyczne zostaty ustalone (Heinen i in., 1995).
Dlatego przed podaniem substancji zaleca si¢ przeprowadzenie testu biologicznego
na matej liczbie osobnikow przed zastosowaniem kapieli profilaktycznych i leczniczych
u ryb bez znanej historii reakcji na podanie danej substancji (Noga, 2010; Samuelsen,
2006). Niestety, test biologiczny nie jest mozliwy do wykonania przed leczeniem
pojedynczej ryby ozdobnej. OdpowiedZ ryb na t¢ samg substancje i w okreslonych
warunkach $rodowiskowych moze by¢ zmienna nie tylko gatunkowo, ale roéwniez
wiekowo. Mtodsze ryby, zwlaszcza larwy, s3a znacznie mniej tolerancyjne

na farmakoterapi¢ niz ryby starsze (Noga, 2010; Treves-Brown, 2000).

Ponadto wptyw na skutecznos$¢ kapieli bedzie miat rowniez stan fizjologiczny
zwierzgcia - dostepno$¢ biologiczna substancji i dynamika ich wydalania roézni si¢
u zdrowych i chorych ryb (Terzi i in., 2020; Uno, 1996; Wang i in., 2015).
Przeprowadzenie kapieli powinno zaleze¢ od dokladnej analizy aktualnego stanu
zdrowotnego — jezeli u danej grupy ryb potwierdzono infestacj¢ pasozytami
zewngtrznymi, to istnieje bardzo silne wskazanie do przeprowadzenia kgpieli lecznicze;.
Jednakze w przypadku ryb klinicznie zdrowych, nie wykazujacych objawow
chorobowych, przeprowadzenie kapieli moze by¢ czynnikiem stresowym, ktory nie tylko
nie przyniesie korzy$ci zdrowotnych, lecz moze doprowadzi¢ do zwigkszenia
wrazliwosci ryb na patogeny oportunistyczne, przebywajace w srodowisku (Naumowicz,
2017; Noga, 2010). Ryby nigdy nie powinny by¢ pozostawione bez opieki podczas
stosowania kapieli profilaktycznych i leczniczych, poniewaz w przypadku wystapienia
reakcji niepozadanej, nalezy natychmiast przenies¢ je do czystej wody lub rozcienczy¢

stezenie substancji przez dodanie czystej wody do zbiornika z kapiela (Noga, 2010).
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Ponadto, nalezy zwraca¢ uwage na wlasciwy sposob przeprowadzania kapieli. Dotyczy
to nie tylko odpowiednich dawek, czasu trwania zabiegu, zastosowania dodatkowego
natlenienia wody, ale takze liczby i czestotliwosci powtorzen (Grudniewska i Terech-
Majewska, 2015; Naumowicz, 2017; Naumowicz i Terech-Majewska, 2019; Terech-
Majewska i in., 2010).

Woda jest srodowiskiem zycia wielu gatunkoéw i dodawanie do niej jakiejkolwiek
substancji musi by¢ wykonane z pelnym uwzglednieniem potencjalnego wplywu uzytej
substancji na jako$¢ srodowiska. Na przyktad formaldehyd, stosowany jako $rodek
pasozytobojczy, jest silnym srodkiem redukujacym i jesli nie zapewni si¢ odpowiedniego
poziomu napowietrzenia, szybko zmniejszy poziom tlenu zawartego w wodzie (Noga,
2010). Co wigcej, podane do wody substancje (np. niektére antybiotyki czy
wykorzystywany w akwarystyce biekit metylenowy), moga silnie hamowa¢ rozwoj
i zdolno$¢ bakterii nitryfikacyjnych do detoksykacji odpadow azotowych w akwariach
i systemach zwrotnego obiegu wody, prowadzac do akumulacji toksycznych metabolitow
I zatrucia ryb amoniakiem lub azotynami, a w skrajnych przypadkach nawet $mierci
(McDonnell i Russell, 1999; Noga, 2010; Treves-Brown, 2000). Formaldehyd, chlorek
sodu 1 siarczan miedzi (II) sg zaliczane do substancji, ktére w dawkach terapeutycznych
nie beda negatywnie wptywaty na sktadniki biofiltra (Heinen i in., 1995; Treves-Brown,
2000). Zazwyczaj najbardziej toksyczng dla sktadnikow osadu filtrow biologicznych
bedzie metoda kapieli w matej iloSci wody, ale niektore leki (np. erytromycyna,
neomycyna lub biekit metylenowy) sg toksyczne nawet przy zastosowaniu metody

przedtuzonej immersji (McDonnell i Russell, 1999; Noga, 2010; Treves-Brown, 2000).

Przed rozpoczeciem podania substancji do wody nalezy opracowaé odpowiednie
plany detoksykacji, usuniecia i unieszkodliwienia zuzytych lekow. Zuzyte substancje
nalezy usuwac¢ w sposob odpowiedzialny. Procedury utylizacji beda zalezaty od rodzaju
uzytej substancji i aktualnie obowigzujacych przepiséw. Wilasciwa utylizacja jest
szczegblnie wazna w przypadku metody plukania i ciggltego przeptywu. Przed
zastosowaniem danej substancji nalezy zapoznac¢ si¢ z przepisami dotyczacymi ochrony
srodowiska, zwlaszcza jesli woda z obiegu hodowlanego moze przedosta¢ si¢ do wod
publicznych (Noga, 2010). Niestety ze wzgledu na udowodnione dziatanie mutagenne,
rakotworcze, silnie draznigce 1 alergizujace formaldehydu, podlega on pod regulacje
zawarta w pkt. 4, wykazu I, Zalagcznik 1 do Rozporzadzenia Ministra Gospodarki

Morskiej i Zeglugi Srodladowe;j z dnia 12 lipca 2019 r. w sprawie substancji szczegolnie
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szkodliwych dla $rodowiska wodnego oraz warunkow, jakie nalezy spetnié¢ przy
wprowadzaniu do wod lub do ziemi $ciekdéw, a takze przy odprowadzaniu wod
opadowych lub roztopowych do wod lub do urzadzen wodnych (Dz. U. poz. 1311).
Oznacza to, ze nie moze by¢ stosowany w gospodarstwach prowadzacych zrzut wody do
srodowiska naturalnego. Jezeli woda w danym obiekcie (na przyktad wykorzystujacym
systemy zwrotnego obiegu wody) trafia do oczyszczalni Sciekow, to teoretycznie istnieje

w nim mozliwo$¢ zastosowania formaliny z przepisu lekarza.

Dodatkowa wada kapieli antyseptycznych jest to, ze sa skuteczne przeciwko
niektorym patogenom oddzialujacym na skore i1 skrzela, a niestety nie wplywaja na
patogeny wewnetrzne lub znajdujace si¢ w przewodzie pokarmowym. Dzigki
zastosowaniu kapieli antyseptycznych liczba patogendw zazwyczaj ulega zmniejszeniu
jedynie na tyle, aby przesta¢ stanowi¢ zagrozenie dla ryb, niestety nie jest mozliwa
catkowita likwidacja patogenéw u danej ryby czy populacji (Noga, 2010). Jednakze
udowodniono, ze kapiele ikry moga skutecznie zapobiegal pionowej transmisji
patogenow, jezeli tylko znajduja si¢ one na powierzchni a nie wewnatrz ziarna ikry
(Munro i Gregory, 2010; Noga, 2010; Smail i Munro, 2008). Dlatego zawsze nalezy
przestrzega¢ zasady mowiacej] o dopasowaniu odpowiednich dziatan i1 $rodkow

leczniczych dopiero po postawieniu rzetelnej diagnozy (Naumowicz, 2017).

71.2. Reakcje na uszkodzenia i mechanizmy naprawcze w skorze

i skrzelach ryb

Ryby sa czesto wykorzystywane jako zwierzeta modelowe w badaniach nad
gojeniem si¢ ran, poniewaz mechanizmy naprawcze w skorze u ryb przebiegaja
zdecydowanie szybciej niz u ssakow (Elliott, 2011a; Fontenot i Neiffer, 2004; Richardson
1in.,2013; Sveeniin., 2018, 2019, 2020). Zwigzane jest to z tym, ze komorki nablonkowe
nie sg zrogowaciate i maja zdolno$¢ do ruchu, co stanowi kluczowy element unikalnego
mechanizmu naprawy ran w powlokach ryb. Reakcja na uszkodzenie nastepuje
juz w ciagu kilku sekund lub minut po wystapieniu urazu. Komorki nabtonka na brzegach
rany zaczynaja migrowa¢ grupami w kierunku jamy rany, jednocze$nie podczas migracji

zachowujac kontakt miedzy sobg. Komorki te szybko pokrywaja rane i zapewniaja

160



mechaniczng barier¢ przed zakazeniem przez oportunistyczne patogeny z otaczajacej

wody na wczesnych etapach gojenia si¢ rany (Elliott, 2011b).

Zamknigcie rany przez migrujace komorki nabtonka u ryb doskonatokostnych
nastepuje z szybkoscia nawet 5-12 um min?, z calkowitym zamknigciem rany
wystepujacym w ciaggu kilku godzin do kilku dni. Szybko$¢ zamykania si¢ rany zalezy
od r6znych czynnikéw, w tym od temperatury wody, rozmiaru i glebokosci rany, gatunku,
stadium rozwojowego, diety, zageszczenia i przeptywu wody (Elliott, 2011a; Fontenot
I Neiffer, 2004; Richardson i in., 2013; Schmidtiin., 2016; Sveeniin., 2018, 2019, 2020).
Badania in vitro wykazaty, ze komorki nablonka ryb sa najszybciej poruszajacymi si¢
zbadanymi komoérkami, poruszajac si¢ 10-20 razy szybciej niz komorki fibroblastow

ssakow (Elliott, 2011b).

Na klasyczng kaskade gojenia ran u ssakow skladaja si¢ nastepujace po sobie
procesy hemostazy, stanu zapalnego, proliferacji komorek, tworzenia ziarniny,
reepitelializacji, skurczu okolicy rany i dojrzewania tkanek okalajacych. Procesy
hemostazy przebiegaja z wazokonstrykcja 1 koagulacja krwi, majacymi na celu
wytworzenie wtoknikowo-ptytkowego zakrzepu. Reepitelializacja rozpoczyna si¢ dzigki
odpowiedzi zapalnej, najcze$ciej okoto 10-15 dni od powstania uszkodzenia,

z jednoczesnym rozpocze¢ciem ziarninowania i tworzenia blizny.

U ryb kaskada gojenia ran wyglada odmiennie niz u ssakow — brak w niej
poczatkowej fazy reakcji hemostatycznej, w zwiazku z czym nie dochodzi do
wytworzenia zakrzepu wildknikowego. Pierwsza reakcja tkanek u ryb jest
reepitelializacja, dopiero po niej nastepuja fazy: stanu zapalnego, tworzenia ziarniny
i przebudowa tkanki (Ryc. 86). Uwaza si¢ rowniez, ze poczatkowy proces reepitelializacji
zachodzi niezaleznie od proliferacji komorek i stanu zapalnego (Caraguel i in., 2016;
Richardson i in., 2013; Sveen i in., 2020). Nalezy pamigta¢, ze w przeciwienstwie
do w wigkszosci homotermicznych ssakow, ryby sa poikilotermiczne, ze zmienng
temperaturg wewnetrzng, warunkowang zmianami temperatury otoczenia, co wpltywa
na szybsze tempo gojenia ran u gatunkdéw wod cieptych i umiarkowanych niz u gatunkow
zimnowodnych (Elliott, 2011a; Fontenot i Neiffer, 2004; Richardson i in., 2013; Schmidt,
2013; Sveen i in., 2018, 2019, 2020).
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Ryc. 86) Kaskada gojenia ran w czasie, pordwnanie pomiedzy gatunkiem zimnowodnym (toso$ atlantycki Sa/mo salar),
a cieplowodnym (danio pregowany Danio rerio) (za Sveen i in. 2020).

Odpowiedz zapalna z rekrutacja leukocytow i makrofagéw jest niezbgdna
do oczyszczenia rany z uszkodzonych fragmentéw tkanki i dalszego przebiegu procesow
naprawczych. Poczatkowo neutrofile pozostaja za krawedzig miejsca reepitelializacji,
a z czasem do miejsca rany naptywa wigcej neutrofili i makrofagow. U danio
pregowanego liczba neutrofili i makrofagéw osigga najwyzszy poziom 8 godzin po
uszkodzeniu i stopniowo spada w ciggu czterech dni, pozostawiajac nieliczne makrofagi
w tozysku rany. Badania u lososia atlantyckiego i pstraga tgczowego sugeruja podobne
mechanizmy, z niewielkim op6znieniem w czasie wystapienia wezesnych wrodzonych
odpowiedzi immunologicznych. Ponadto obserwowana jest rowniez wczesna rekrutacja
z nastepujacym dojrzewaniem limfocytow B i T (Richardson i in., 2013; Schmidt i in.,
2016; Sveen i in., 2018, 2019, 2020). Liczba leukocytow w skorze moze znacznie
wzrosngé podczas gojenia si¢ urazoOw skory, niektorych chorob zakaznych lub podczas

ekspozycji na zanieczyszczenia lub inne stresory (Elliott, 2011a).

Oproécz zapewnienia pokrycia rany, migrujace komorki nabtonka moga pomoéc
chroni¢ powierzchni¢ skoéry przed inwazjg patogenow poprzez aktywnos¢ fagocytarna.
Uczestniczag w usuwaniu cial obcych z powtoki ciala w procesie, w ktorym komorki
wypelnione substancjag obcg sa usuwane z powierzchni skory. Ponadto pobieranie
1 sekwestracja cial obcych 1 patogendw przez komodrki nabtonka, bierze udziat
w reakcjach odpornosci miejscowej (Elliott, 2011a). Kolejng reakcja ochronng czesto
obserwowang u ryb jest proliferacja komoérek nabtonka (rozrost), powodujaca zgrubienie
naskorka. Jest ona czgsto zwigzana z infestacja ektopasozytami skornymi lub narazeniem
na kontakt z zanieczyszczeniami. Wystepuje rowniez w okresach, gdy ryby sg narazone
na zwigkszone S$cieranie skory, np. podczas tarta, w wysokich zageszczeniach obsad,

przy przenoszeniu ryb i podczas gwattownych reakcji stresowych (Elliott, 2011a).
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Rowniez kubkowe komorki $luzowe biorg udzial w reakcji na uszkodzenia
I W mechanizmach naprawczych. Ostra ekspozycja na czynniki draznigce moze
spowodowac szybkie holokrynne wydzielanie przez komorki kubkowe 1 w konsekwencji
zmniejszenie ich liczby, podczas gdy ekspozycja przewlekta bedzie skutkowaé wzrostem
liczby komorek kubkowych, gdy nowe komorki réznicuja sie¢ 1 przemieszczaja
na powierzchni¢ naskorka. W niektorych przypadkach nawet tagodny stresor, taki jak
odlowienie, moze sprzyjac¢ proliferacji komorek kubkowych naskorka. Narazenie na
dziatanie toksyn lub innych stresoréw moze réwniez wplywaé na zmiany wielko$ci lub
morfologi¢ komodrek kubkowych. Ponadto czgsto skutkuje zmianami w skladzie
chemicznym wytwarzanej wydzieliny. Nabtonek skrzeli ryb doskonatokostnych mimo,
ze nie jest uwazany za cze¢S¢ powloki wspdlnej, wydaje si¢ by¢ szczegolnie
predysponowany do tego typu reakcji ochronnej (Elliott, 2011a). Na liczb¢ komorek
Sluzowych bedzie miata wptyw gleboko$¢ uszkodzenia — przy glebokich ranach
poczatkowo wystepuje niewiele komorek S$luzowych. Jednak wraz z proliferacja
keratynocytéw 1 pogrubieniem warstwy naskoérka wzrasta liczba komoérek §luzowych
(Kumari i in., 2017; Sveen i in., 2019, 2020). W nowo utworzonym naskorku tososia
atlantyckiego komorki §luzowe nie sg przypadkowo rozproszone, ale ulozone
powierzchniowo niczym ,koraliki na sznurku” (Jensen i in., 2015; Sveen i in., 2019,
2020). Wydzielany przez komorki kubkowe $§luz moze rowniez zmienia¢ swojg lepkos¢,
sktad i przywiera¢ do powierzchni rany (Dash i in., 2018; Fast i in., 2002; Sveen i in.,
2018, 2019, 2020).

Naczynia krwiono$ne znajdujace si¢ w warstwie skory wilasciwej sa czgscia
wtornego uktadu krazenia, biorac udziat w dostarczaniu sktadnikow odzywczych,
przenoszeniu gazéw 1 regulacji kwasowo-zasadowej. W stabilnych warunkach przeptyw
krwi w ukladzie wtérnym jest niski; jednak niedotlenienie lub wysitek fizyczny moga
zwigksza¢ przeptyw krwi do uktadu wtornego. Plytkie rany, takie jak utrata tuski czy
obtarcia naskorka, nie bedg krwawic, ale rany glebokie, penetrujace do unaczynionej
tkanki podskornej i/lub tkanki migéniowej, bedg krwawic. Pstrag teczowy wykazuje si¢
niska tendencja do wystepowania krwawienia, nawet przy gtebokich ranach, niestety nie

wiadomo co jest przyczyng tego zjawiska (Schmidt, 2013; Sveen i in., 2020).

Mozliwe reakcje na uszkodzenia ze wzgledu na budowe skrzeli sg dosé
ograniczone. Najczesciej obserwowane odstepstwa od normy odzwierciedlajg zmiany

w przepuszczalnosci blon na poziomie komorkowym. Zwykle objawiaja si¢ one
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obrzekiem komorek nabtonka blaszek lub obrzekiem w podnablonkowej warstwie
bazalnych komorek niezrdznicowanych. Najczgstsza przyczyna zmian przepuszczalno$ci
sg czynniki draznigce w niskich stg¢zeniach. Zwykle najwczesniejsza reakcja jest obrzek
lub przerost pojedynczych komorek, ktore powiekszajac si¢ zwigkszaja grubosé
pojedynczej blaszki skrzelowej. Czgsto towarzyszy temu wzrost objetosci $luzu na
powierzchni. Jesli bodziec draznigcy jest silniejszy, woéwczas, w zalezno$ci od jego
charakteru, moga rozwing¢ si¢ cztery reakcje: uogdlniony obrzek blaszek, martwica
nabtonka, przerost i rozrost blaszek, oraz zrastanie blaszek. Przy przedtuzajagcym sie

dziataniu czynnika czesto wszystkie wystepuja jednoczesnie (Roberts i Rodger, 2012).

Obrzek blaszek wystepuje najczesciej po ekspozycji na czynniki chemiczne, takie
jak metale cigzkie, toksyny alg, niektore pestycydy oraz przedawkowanie formaliny
lub nadtlenku wodoru. W sytuacjach skrajnych moze dochodzi¢ do caltkowitego
oddzielenia nabtonka oddechowego blaszek i listkéw skrzelowych, z martwicg komorek
nablonka i  cigzkimi, czesto  S$miertelnymi  zaburzeniami  oddechowymi
i osmoregulacyjnymi (Albright i in., 1993; Chezhian i in., 2012; Cruz i Enriquez, 1981,
Roberts i Rodger, 2012; Skidmore i Tovell, 1972; Yang i Albright, 1992). Martwica
komorek nabtonka skrzeli jest czgsto obserwowana po ekspozycji na toksyny, draznigcy
fitoplankton lub uwolnienie nematocyst rurkoptawow lub meduz, prowadzac czgsto

do przekrwienia i krwotokow w skrzelach (Roberts i Rodger, 2012; Rodger, 2007).

Rozrost blaszek najczesciej jest reakcjag na stabe i dhugotrwate czynniki
uszkadzajace. Komorki nabtonka blaszek migruja dystalnie, czesto we wczesnych
stadiach, powodujac nagromadzenie komorek na Szczytowych krancach, zmieniajac
ksztatt blaszki na butawkowaty. W zaleznosci od czynnika moze mu towarzyszy¢ Wzrost
liczby komorek §luzowych. W sytuacjach skrajnych cata przestrzen migdzyblaszkowa
moze zosta¢ wypelniona nowymi komoérkami, czgsto wykazujacymi metaplazje sluzowa.
W rezultacie dochodzi do znacznego zmniejszenia powierzchni oddechowej. Dodatkowe
wspotwystepowanie procesu zapalnego z towarzyszacym wysigkiem i1 zwigkszeniem
wydzielania $luzu, bedzie poglebiato problemy oddechowe i moze stanowi¢ substrat

do szybkiego wzrostu bakterii (Roberts i Rodger, 2012).

Zrastanie blaszek moze wynika¢ z uogélnionego rozrostu, prowadzac do taczenia
wielu lub wszystkich naczyn wlosowatych w masie nabtonka uleglego rozrostowi.

Zazwyczaj jednak poziom proliferacji jest mniejszy, ale ze wzglgedu na wspotwystepujace
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zmiany konsystencji §luzu i utrate wlasciwosci surfaktantu, poszczegélne blaszki
skrzelowe moga zrasta¢ ogniskowo, tworzac trojwymiarowe kompleksy w ksztalcie petli
lub sieci. Najcze¢sciej ten rodzaj odpowiedzi zwigzany jest z infekcjami pierwotniaczymi
I pasozytniczymi, cho¢ moze by¢ reakcjg na czynniki toksyczne (Ellis i Wootten, 1978;
Goldes i in., 1988; Karlsson-Norrgren i in., 1986; Roberts i Rodger, 2012).

Charakterystyczng zmiang patologiczng skrzeli, zwigzang z urazem fizycznym lub
chemicznym, sg tetniaki, nazywane tez teleangiektazjami blaszek. Sg powszechnie
spotykane u ryb hodowlanych po manipulacjach zwigzanych z odlowieniem
I sortowaniem. Teleangiektazje powstaja rowniez w wyniku infestacji pasozytniczych,
dzialaniu czynnikow drazniagcych. Moga wystepowaé jako artefakty okotosmiertne
wywolane procedurami anestezji i eutanazji (np. kapiel lodowa, uraz glowy).
Makroskopowo sg to wypelione krwia, jajowate rozszerzenia poszczegolnych naczyn
wlosowatych blaszek skrzeli. Zmiana powstaje w wyniku uszkodzenia komorek
podporowych i zazwyczaj ustgpuje przez wytworzenie zakrzepu i wioknienie, zrastanie
z sgsiednimi blaszkami lub ulega resorpcji. Liczne teleangiektazje prowadza do
uposledzenia funkcji oddechowe;j i predysponujg do wystapienia silnych krwotokow, jesli
beda pekac. Rozlegle teleangiektazje ustepuja znacznie dluzej niz zmiany przerostowe
skrzeli. Stwierdzenie zakrzepicy moze stanowi¢ dowdd, Zze zmiany teleangiektyczne byty
rzeczywiscie obecne w skrzelach przed nekropsja. Odwrotnie, brak zmian zakrzepowych
sugeruje, ze czas trwania teleangiektazji byt nadostry i w takich przypadkach moze nie

by¢ prawdziwym objawem patologicznym (Roberts i Rodger, 2012; Wolf i in., 2015).

71.3. Wskazniki narzqdowe

Wskazniki narzadowe sa czesto stosowane w badaniach oceniajacych stres,
poniewaz wylicza si¢ je na podstawie tatwo mierzalnych parametrow - masy i dlugosci
(Barton i in., 2002; Goede i Barton, 1990; Neumann i in., 2012; Opuszynski, 1983).
Ponadto, warto stosowac¢ je w badaniach, w ktérych wykorzystywane sg ryby pochodzace
ze zroznicowanych populacji hodowlanych, a nie z hodowli laboratoryjnych, poniewaz
wskazniki narzadowe dostarczaja cennych informacji wstepnych o stanie zdrowia

i kondycji badanych zwierzat. Moga wskazaé¢ na roznice osobnicze i Skutki zmian
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biochemicznych i fizjologicznych zachodzacych w organizmie zwierzgcia, zwigzanych
z jego historig osobniczg i mogacych mie¢ wptyw na uzyskane wyniki doswiadczenia.

Spadki wspoétczynnika kondycji lub zmiany w stosunku dtugosci do masy, moga
wskazywa¢ na zmiang¢ stanu odzywienia lub energii, co jest odzwierciedleniem
wyczerpania zapasow glikogenu watrobowego oraz zapasow thuszczowych organizmu.
Spadki rezerw energetycznych, i tym samym wskaznika kondycji, moga by¢
spowodowane zewnetrznymi czynnikami stresogennymi, w tym wysokim zageszczeniem
obsady, stanem chorobowym, niewtasciwym pH i innymi niekorzystnymi warunkami
srodowiskowymi (Goede i Barton, 1990). Tego typu stresory moga bezposrednio
wplywa¢ na zachowania zywieniowe oraz przyjmowanie pokarmu, zmiany tempa
metabolizmu lub pozyskiwania energii z rezerw magazynowych do radzenia sobie
ze stresem. Jednak spadki wspotczynnika kondycji ryb i zmiany w ich stosunku dtugosci
do masy mogg wystgpowaé rowniez z powodow zmian fizjologicznych. Nalezg do nich
zmiany sezonowe i rozwojowe, takie jak naturalne wahania w dostgpnosci zywnosci
(Adams i in., 1982), dojrzewanie oraz rozwéj gonad (Medford i Mackay, 1978) oraz
smoltyfikacja anadromicznych ryb tososiowatych (Ewing i in., 1984; Vanstone i Markert,
1968). Co wigcej, wskazniki kondycji mogg ulega¢ zmianom w sytuacji, gdy inne
biomarkery zwigzane z kondycja wskazuja na problemy ze zdrowiem ryb (Steyermark
i in., 1999). Dlatego tez uzyskane wyniki nalezy rozpatrywaé ostroznie i w kontekscie
innych uzyskanych danych (Goede i Barton, 1990).

Wskazniki organosomatyczne jak VSI, HSI, i SSI sg stosunkowo tatwo mierzalne
w laboratorium i w terenie, dlatego tez sg powszechnie uzywane w wielu badaniach oceny
stresu (Goede i Barton, 1990). Nizsze niz przeci¢tne wartosci VSI i HSI wskazuja na
wykorzystanie energii danej tkanki lub narzadu w celu walki z stresorem jakiegos typu.
Fizjologicznie wskazniki organosomatyczne mogag zmienia¢ si¢ wraz ze zmianami
w dostgpnosci pokarmu, dojrzatoscig piciows, stadium rozwoju, a takze czesto wraz
z porami roku. Obecno$¢ pasozytow w roznych narzadach moze rowniez zaburzal
interpretacyjng warto$¢ indeksow organosomatycznych (Steyermark i in., 1999). Wady
i zalety wskaznikéw zebrano w Tab. 66. Przyjmuje si¢, ze minimalna liczba ryb w grupie
do wyliczenia wspotczynnika kondycji 1 wskaznikow organosomatycznych powinna

wynosi¢ n = 20 (Goede i Barton, 1990).
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Tab. 66) Wykorzystanie, wady i zalety wybranych wskaznikow kondycyjnych vzywanych do wartosciowania zmian
w organizmach ryb, wynikajqcych z dziatania stresu (za Barton i in., 2002 w modyfikacji wlasnej).

WSKAZNIK ZASTOSOWANIE ZALETY WADY
Wspétezynnik | o miara odiywienia ryby o dlugosci masa sq e wzglednie niewrazliwy na
kondyqi e moie hy¢ uzywany do wskazania warto$ciami fatwymi ostre stresory
(k) zmian w sposobie magazynowania  do zmierzenia e zaklada staly  wykladnik
energii, metabolizmie i nieinwazy|nie dtugosci rowny 3
prawdopodobnie aktywnosci e zmienia  sig  wraz 1
zerowania dojrzewaniem plciowym i

rozmnazaniem, zwlaszcza v
samic ze wzgledu na ikre
® 7mienia si¢ wraz z porami
roku i stadium rozwojowym
® zmiany w nawodnieniu ciata
mogq zaburzad interpretacje

WskaZnik | e wskainik stanu energetycznego i e dosc proste do ® wymaga poéwiecenia Zycia
frzewny odzywienia uzyskania dane i ryby, by wyjqé i zwazyc jej
(Vsl) kalkulacje narzqdy

e wiglednie niewrazliwy na
ostre stresory

® 7mienia si¢ wraz z porami
roku i stadium rozwojowym

WskaZnik | e wskainik stanu energetycznego i o do$¢ proste do e wymaga poswigcenia Zycia
wqtrobowy odiywienia uzyskania dane i ryby, by wyjq¢ i zwazyc jej
(H51) o prawdopodobny wskaznik kalkulacje narzqdy
przewlektej ekspozycji na niektore o wzglednie niewrazliwy na
toksyny ostre stresory

® 7mienia si¢ wraz z porami
roku i stadium rozwojowym

WskaZnik | o wskaznik moiliwosci e dosc proste do e wymaga poswigcenia zycia
Sledzionowy hemopoetycznych ryby i zdolnoSci uzyskania dane i ryby, by wyjq¢ i zwaiy¢ jej

(551) przenikania krwinek z i do kalkulacje narzqdy
krgzenia o wzglednie niewrazliwy na

ostre stresory

® 7mienia si¢ wraz z porami
roku i stadium rozwojowym

Wskaznik ~ watrobowy  jest  najczesciej]  stosowanym  wskaznikiem
organosomatycznym (Goede i Barton 1990). Watroba jest gldéwnym miejscem
przechowywania glikogenu i dlatego tez HSI moze stanowi¢ wskaznik stanu odzywienia
ryb, jak rowniez odzwierciedla¢ zmiany sezonowe we wzroscie ryb w danej populacji
(Adams i McLean, 1985; Brown i Murphy, 2004; Heidinger i Crawford, 1977; Kim i in.,

2012). Wartosci HSI zmniejszaja si¢ u ryb zestresowanych przez zmiany jakosci wody,
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zmiany w przeplywie i wielokrotne przenoszenie (Barnes i in., 1984; Goede i Barton,
1990; Lee i in., 1983). Wykazano rowniez zwigkszenie jego wartosci po ekspozycji na
zanieczyszczenia (Baumann i in., 1991; Fabacher i Baumann, 1985; Fletcher i in., 1982;
Goede i Barton, 1990; Poels i in., 1980). W tym przypadku wzrost masy watroby
prawdopodobnie jest spowodowany zwigkszeniem liczby (rozrost) i wielkosci (przerost)
komodrek watroby, na skutek indukcji systemu oksydazy watrobowej (Fabacher
i Baumann, 1985).

Wskaznik $ledzionowy réwniez podlega zmianom zwigzanym z porami roku
1 okresem tarfowym. W okresie tarta ulega obnizeniu i jest to zwigzane z inwestycja
energetyczng w rozwo6j gonad u ryb przystepujacych do tarta. Co wiecej, wykazano,
ze SSI bedzie réwniez zmniejszone w przypadku stresu wywotanego przez zmiany
temperatury. Sledziona ryb w trakcie reakcji stresowej zmniejsza sic w wyniku
uwalniania leukocytow do ogolnego obiegu krwi (Sharma i in., 2017). Rowniez
niedotlenienie i wzrost wydzielania erytropoetyny w nerkach bedzie wptywal na

zmniejszenie SSI (Lai i in., 2006).

Przeprowadzone analizy nie wykazaly istotnych statystycznie ré6znic w pomiarach
biometrycznych i wskaznikach narzadowych. Ze wzgledu na to, ze zmiany tych
wskaznikow sa wzglednie niewrazliwe na ostre stresory, to u ryb odstajacych
od populacyjnej normy, nalezaloby rozwazy¢ istnienie proceséw patologicznych
i przewlektych, ktére rozpoczely si¢ przed trwaniem do$wiadczenia. Srednia dhigo$é
badanych ryb wynosita 20,35+2,53 cm, a wspotczynnik zmiennosci CV wynidst 12,45%
co $wiadczy o do$¢ wyréwnanym wzroscie na dtugos$¢. Znacznie wyzsze zrdznicowanie
wykazywata masa badanych ryb, ktora $rednio wynosita 88,87+£32,53 g, przy
wspotczynniku zmiennosci CV = 36,51%. Przyczynami zmiennosci mogly by¢
pochodzenie ze stada hodowlanego o zr6znicowanym pochodzeniu i przeprowadzenie
doswiadczenia w okresie zimowym, ktore to czynniki nasilaly wystepowanie roéznic
kondycyjnych (Dekic i in., 2016; Watz, 2015). Ze wzgledu na to, wspolczynniki
narzadowe stanowig przeliczniki o rozktadzie nienormalnym, w pracy przedstawiono je
zgodnie z zaleceniami statystyki opisowej w postaci median. Mediana wspotczynnika
kondycji Fultona badanych ryb wynosita 0,998, a wspétczynnik zmiennosci CV wynosit
13,19%. Jest to bliskie wzorcowemu zatozeniu dla ryb tososiowatych, dla ktorych
wspoétczynnik kondycji powinien by¢ bliski 1 (Opuszynski, 1983). Mediana VSI
badanych ryb wynosita 9,50, a wspdtczynnik zmiennosci CV wynosit 14,15%, osiagajac
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warto$¢ CV zblizong do CV wspoétczynnika kondycji Fultona. Mediana HSI badanych
ryb wynosita 1,43, przy wspotczynniku zmiennosci CV réwnym 21,31%, zréznicowanie
prawdopodobnie wynikato z funkcji magazynujacej watroby, zwlaszcza w kontekscie
zimowego czasu przeprowadzania do$wiadczenia (Watz, 2015). Najwyzszym
zréznicowaniem charakteryzowal si¢ SSI, ktéorego mediana wynosita 0,16,
a wspolczynnik zmiennosci CV wynosit 47,95%, co byto zwigzane najprawdopodobnie;j
z duza czgstotliwo$cia wystgpowania Wsrod badanych pstragow teczowych anomalii
rozwojowej w postaci podzielonej §ledziony (Ryc. 87), u niektorych osobnikéw na 2 Iub
3 czesci. Rozmiar sledziony u pstraga tgczowego jest cechg dziedziczng, warunkowang
genetycznie (Hadidi i in., 2008), niestety w literaturze brak odniesien do wyst¢powania
tej anomalii.

Ryc. 87) Dwa warianty anomalii w postaci podwéijnej $ledziony — po lewej ze znaczng réznicq rozmiaru, po prawej obie
czg$ci w podobnym rozmiarze.

169



7.4. Ocena histopatologiczna

Ocena histopatologiczna jest podstawg laboratoryjnych i srodowiskowych badan
toksykologicznych u ryb. Jest wykorzystywana do okreslania skutkow ekspozycji na
substancje lecznicze i toksyczne, okreslania stezen niepowodujacych efektow (NOAEL,
ang. no observed adverse effect level), dostarczania wskazowek dotyczacych
mechanizmow dziatania substancji, oceny skutecznos$ci terapii farmakologicznych
i dziatan srodowiskowych oraz oceny stanu zdrowia badanych osobnikéw (Shackelford
I in., 2002; Wester i Canton, 1991; Wolf, 2018a). Dane patomorfologiczne czesto
wyjasniajg inne zaobserwowane zmiany, s§ w znacznym stopniu uniwersalne, pozwala
to na bezposrednie pordwnanie procesOw patologicznych i identyfikowalnych zmian
(Scudamore i in., 2016). Zmiany patologiczne moga by¢ z tatwoscig wykorzystywane
jako istotne ,biomarkery” do wykrywania i wyjasniania skutkow zanieczyszczen
chemicznych w programach monitorujacych wptyw zanieczyszczen Srodowiskowych
(Au, 2004; Goede i Barton, 1990; Strzyzewska-Worotynska i in., 2017; Teh i in., 1997;
van der Oost i in., 2003). Analizy histopatologiczne dajg mozliwo$¢ badania okreslonych
narzadow i1 komoérek docelowych podczas ekspozycji in vivo na potencjalnie szkodliwe
substancje zanieczyszczajace sSrodowisko. Dodatkowo ocena histopatologiczna moze by¢
wykorzystana do ustalenia okreslonych wzorcow szkodliwego wplywu substancji
na tkanki i narzady, zardwno ostrego, jak i przewleklego, dostarczajac prognostycznych
dowodoéw na potencjalne skutki patofizjologiczne zaréwno dla ludzi, jak 1 zwierzat

(Liebel i in., 2013; Salamat i Zarie, 2016; Schwaiger i in., 1997).

Niestety badania histopatologiczne, zwtaszcza w przypadku ryb, charakteryzuja
si¢ postgpujacym brakiem powtarzalnosci (Begley i loannidis, 2015; Law, 2003;
Schofield i in., 2016; Scudamore i in., 2016; Wolf, 2018a, 2021; Wolf i in., 2014, 2015;
Wolf i Maack, 2017). Na to zjawisko sktada si¢ wiele czynnikow. Niektore sa
nieuniknione, takie jak miedzygatunkowe roznice biologiczne. Do czynnikoéw, ktérych
mozna unikng¢ zalicza si¢: nieodpowiedni projekt eksperymentu; niewtasciwa obrobka
histologiczna; niewlasciwa analiza danych; bledna interpretacja diagnostyczna;
wzajemna ocena przez osoby, ktdre maja niewystarczajaca wiedze specjalistyczng
w zakresie badanego gatunku, systemu modelowego lub stosowanych metod,;

nieprzestrzeganie istniejgcych wytycznych; oraz rosngca presja, aby publikowac szybko
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i czgsto (Begley i loannidis, 2015; Scudamore i in., 2016; Wolf, 2018a). Dodatkowo brak
przejrzystosci w artykutach, polegajacy na niepelnym opisaniu czesci metodyki (czasami
ze wzgledu na wymagania edytorskie odnosnie liczby stow w czasopismach), a takze
niech¢¢ do publikowania negatywnych wynikéw, czesto nasila negatywne skutki

czynnikow, ktoérych mozna unikng¢ (Scudamore i in., 2016).

Dane uzyskane dzigki ocenie histopatologicznej sg kluczowym punktem
koncowym w badaniach na zwierzgtach, ktorych znaczenie jest czesto pomijane przez
zespoty badawcze (Cardiff i in., 2008). Bywa, ze opisy oceny histopatologicznej
w publikacjach ograniczone sg do krotkiego opisu w tekscie, czasami wystepujacego
tylko w legendzie mikrofotografii lub w sekcji danych uzupetniajacych, z pominigciem
podania doktadnych informacji technicznych (Scudamore i in., 2016; Wolf, 2018a).
Thumaczy si¢ to dos¢ powszechnym, jednakze btednym stwierdzeniem, ze podstawowe
techniki patologii s3 catkowicie wystandaryzowane w poréwnaniu z nowoczesnymi
metodami molekularnymi, biochemicznymi, genetycznymi i ,,omicznymi” (Begley
i loannidis, 2015; Cardiff i in., 2008; Schofield i in., 2016; Scudamore i in., 2016).
W rzeczywistosci wiele zmiennych moze wptywa¢ na wynik nawet ,,rutynowych”
technik patologicznych, a brak zdefiniowania i uwzglednienia tych czynnikéw
w publikacji uniemozliwia pelny przeglad lub krytyczng ocen¢ wynikow (Begley
i loannidis, 2015; Cardiff i in., 2008; Schofield i in., 2016; Scudamore i in., 2016; Wolf,
2018a).

Badania histopatologiczne u ryb sg dodatkowo narazone na brak powtarzalnosci.
Jednym z mozliwych powodow jest zréznicowane do$wiadczenie naukowe i zestaw
umiejetnosci technicznych badaczy tej dziedzin. Publikujacy specjalisci mogag by¢
z  wyksztalcenia  biologami,  lekarzami  klinicznymi,  ekotoksykologami,
anatomopatologami, diagnostami weterynaryjnymi, czy tez specjalistami ds. zarzadzania
rybotowstwem. Drugim powodem jest faworyzacja dotowania projektow
ukierunkowanych na zastosowania praktyczne i brak finansowania badan podstawowych.
Trzecim czynnikiem jest relatywny niedostatek wiarygodnych materiatow
referencyjnych i mozliwosci edukacyjnych poswieconych histopatologii ryb (w stosunku
do patologii ssakoéw). Wreszcie, czynnikiem utrudniajacym jest réznorodnosé
anatomiczna ryb, w potaczeniu z ogromng liczbg poznanych choroéb ryb i niezliczonymi
potencjalnymi zagrozeniami toksykologicznymi. Przyczynia si¢ to do zwigkszenia

trudnosci W odr6znieniu prawdziwych zmian patologicznych od ,,szumu tta” - artefaktow
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powstalych w wyniku autolizy posmiertnej i obrobki histopatologicznej (Begley
I loannidis, 2015; Wolf, 2018a; Wolf i in., 2015).

Do dwoch najczestszych btedow wystepujacych w publikacjach zawierajacych
oceng¢ histopatologiczng u ryb zaliczane s3: btedna diagnoza i niewlasciwa interpretacja.
Bledna diagnoza wystepuje, gdy fizjologiczna cecha morfologiczna zostanie uznana
za patologiczng lub gdy do opisania okreslonej obserwacji morfologicznej uzyto
niedoktadnej lub nieprecyzyjnej terminologii. Trzy najczesciej spotykane przyczyny
blednej diagnozy to nieodpowiednie utrwalanie tkanek, niska jako$¢ preparatu
histologicznego oraz brak specjalistycznej wiedzy histopatologicznej. Niewlasciwa
interpretacja polega za$ na wycigganiu niewlasciwych wnioskow z prawidlowo
zidentyfikowanych 1 opisanych wynikow morfologicznych. Btgdna interpretacja danych
histopatologicznych moze przybiera¢ rozne formy. Pierwsza z nich wynika z rachunku
bledow. Nalezy do niego stwierdzenie falszywie pozytywnej roznicy pomigdzy badanymi
grupami (btad pierwszego rodzaju). Mozliwe jest rowniez zaistnienie sytuacji odwrotnej,
rozumianej jako brak wykrycia faktycznie wystepujacych rdéznic grupowych (btad
drugiego rodzaju). Do wystgpienia tej formy bigdu predysponujg niedociggnigcia
w projekcie eksperymentalnym lub protokole pobierania probek kontrolnych (np. zbyt
mala liczba zwierzat w grupie pordwnawczej lub miejscu pobrania, zbyt mala liczba
powtorzen i/lub brak kontroli niektdrych zmiennych niezaleznych). Ponadto niewtasciwa
interpretacja moze wystgpi¢ w sytuacji niewystarczajacego zminimalizowania btedu
systematycznego (obcigzenia) podczas pobierania probek lub podczas procesu oceny
preparatu. Drugi rodzaj niewlasciwej interpretacji obejmuje przedwczesne zatozenie
zwigzku przyczynowo skutkowego, bez odpowiednich potwierdzajacych go dowodow
w uzyskanych danych eksperymentalnych lub literaturze naukowej. Czesto wynika
to z nieuwzglednienia alternatywnych wyjasnien indukcji okreslonego efektu
histopatologicznego. Trzecia forma bl¢dnej interpretacji ma miejsce, gdy stwierdzeniu
zwigzanemu z leczeniem nadano wyolbrzymiony stopien znaczenia biologicznego,
farmakodynamicznego, toksykologicznego lub ekologicznego, ktory nie jest poparty

istniejgcymi dowodami naukowymi (Taqi i in., 2018; Wolf, 2018a; Wolf i in., 2015).

Aby zwigkszy¢ poziom rzetelnosci oceny histopatologicznej, koniecznym jest aby
wszystkie aspekty badan byty przejrzyste i otwarte na weryfikacj¢ przez czasopisma,
recenzentow 1 czytelnikow. Pomaga w tym stworzenie ogolnie dostepnych wytycznych,

ktore niestety wcigz w réznym stopniu sg stosowane (Bolon i in., 2010; Crissman i in.,
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2004; Keenan i in., 2015; Schofield i in., 2016; Scudamore i in., 2016; Wolf, 2018a; Wolf
I Wolfe, 2003). Do migdzynarodowych standardéw zaliczane sg: wytyczne dotyczace
planowania badan ,Badania na zwierzetach: Wwytyczne dotyczace raportowania
eksperymentow in vivo” (ARRIVE, ang. Animal Research: Reporting In Vivo
Experiments), uzupetniajacy je ,,Ztoty Standard Publikacyjnej Listy Kontrolnej” (GSPC,
ang. Gold Standard Publication Checklist) oraz zalecenia ,,Minimalne ilo$ci informacji
do publikacji doswiadczalnych danych patologicznych” (MINPEPA, ang. Minimum
Information for Publication of Experimental Pathology Data). Wytyczne kompleksowo
obejmujg planowanie badan, elementy publikacyjne i szczegétowe, techniczne aspekty
dotyczace oceny histopatologicznej (Hooijmans i in., 2010, 2011; Kilkenny i in., 2010;
Schofield i in., 2016; Scudamore i in., 2016; Wolf i Wolfe, 2003).

Skuteczne poréwnywanie danych histopatologicznych pomigdzy réznymi
badaniami jest mozliwe dzigki systemom wskaznikow histopatologicznych i jest czesta
praktyka w badaniach nad zdrowiem ryb (Bernet i in., 1999; Flores-Lopes i Thomaz,
2011; Liebel i in., 2013; Mitchell i in., 2012; Raskovi¢ i in., 2013; Saraiva i in., 2015;
Steyermark i in., 1999; van Dyk i in., 2009; Yancheva i in., 2016). Celem tych systemow
jest stworzenie obiektywnych narz¢dzi do dokumentowania, katalogowania i interpretacji
wynikdw histopatologicznych oraz do tworzenia uproszczonych wynikow
potilosciowych. Sag zwykle stosowane w badaniach srodowiskowych i populacyjnych
roznych wodnych ekosystemoéw, poniewaz s3a dobrymi wskaznikami zmian
lub zanieczyszczania srodowiska. Wskazniki histopatologiczne dostarczajg informacji
na temat chronicznego i subletalnego wplywu ksenobiotykow na narzady oraz sa
wykorzystywane do oceny stresu u ryb (Agbohessi i in., 2015; Braz-Mota i in., 2015;
McHugh i in., 2011; Poleksi¢ i in., 2010; Raskovi¢ i in., 2013; Saraiva i in., 2015;
Shackelford i in., 2002; Wolf, 2018b; Zeni i in., 2015; Zimmerli i in., 2007). Systemy
wskaznikow zazwyczaj tacza rodzaje wynikow oceny histopatologicznej w danym
narzadzie lub tkance i wykorzystuja wyniki wazone, co stuzy 0Szacowaniu zar6wno
stopnia wyst¢gpowania zmiany, jak i spodziewanego wynikajgcego z niej uposledzenia
czynnos$ciowego. Na podstawie systemow  wskaznikow  histopatologicznych
I wykorzystaniu innych wskaznikow diagnostycznych, mozliwe jest obliczenie ogolnych
wspotczynnikéw stanu zdrowia narzadow lub catego zwierzecia. Najczesciej ocenianymi
narzadami z wykorzystaniem wskaznikow histopatologicznych sa skrzela, watroba, nerki

i skora (Agbohessi i in., 2015; Bernet i in., 1999; Braz-Mota i in., 2015; Flores-Lopes
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I Thomaz, 2011; Liebel i in., 2013; McHugh i in., 2011; Mitchell i in., 2012; Poleksi¢
iin., 2010; Raskovi¢ i in., 2013; Saraiva i in., 2015; Strzyzewska-Worotynska i in., 2017,
Wolf, 2018b; Zeni i in., 2015; Zimmerli i in., 2007).

Mimo licznych publikacji z wykorzystaniem wskaznikow histopatologicznych,
nalezy mie¢ na uwadze, ze ich uzycie w badaniach toksykologicznych opartych
na hipotezach moze by¢ problematyczne. Przede wszystkim konieczne jest doktadne
rozpatrzenie zwigzku przyczynowo skutkowego miedzy ekspozycja na konkretng badanag
substancje¢ lub zanieczyszczenie $rodowiska, a jej wplywem na wystgpienie zmian
patomorfologicznych. Nie w kazdym przypadku jest mozliwe ustalenie takiej zalezno$ci
a priori (Wolf, 2018b). Z tego powodu w pracy witasnej zrezygnowano z analizy
wspotczynnika zmian nowotworowych — zmiany te powstaja w czasie znacznie
dhuzszym, niz czas trwania doswiadczenia. Kolejnym utrudnieniem moze by¢ uzyskanie
i taczenie wynikow, ktore beda zawiera¢ funkcjonalnie niepowigzane i potencjalnie
sprzeczne diagnozy. Ponadto niektore ze stworzonych systemOéw opieraja si¢
na obliczeniach z nadmierng liczbg ustalen, z ktorych niektore mogg by¢ przypadkowe
dla wyniku badania. Co wigcej, interpretacja rezultatow oceny histopatologicznej
z wykorzystaniem wskaznikow nie moze by¢ przeprowadzana bez kontekstu innych
istotnych wynikow, takich jak obserwacje kliniczne, ocena makroskopowa nekropsji,
masy narzadow 1 ciata, dane dotyczace patologii klinicznej oraz wyniki testow
hormonalnych Iub innych testow biochemicznych. Dodatkowo kwestia sporng
dla niektorych autorow jest ustalenie stopnia dotkliwosci zmian i wskaznika ich
istotnosci. Co wigcej, systemy z wykorzystaniem wskaznikow histopatologicznych
w przypadku wystapienia uchybien metodologicznych i niedokladnych diagnoz, beda
miaty tendencje do ich wzmacniania (Klopfleisch, 2013; Wolf, 2018b).

Majac na wuwadze problematyczne aspekty stosowania wskaznikéw
histopatologicznych, aby zwigkszy¢ rzetelno$¢ oceny, preparaty mikroskopowe z grup
kontrolnych oceniano dwukrotnie — najpierw odkodowane w celu ustalenia ogdlnego
wzorca, a nastgpnie ponownie zakodowane 1 zmieszane z preparatami z pozostatych grup
eksperymentalnych. Dwukrotna ocena wykazata powtarzalno$é. Co wigcej, analiza
statystyczna otrzymanych warto$ci wszystkich wspdtczynnikéw wzorcéw reakcji
1 wspotczynnikow reakcji narzadow Iss i lez , zarbwno w skorze, jak i w skrzelach,
nie wykazata roznic w obrebie grup kontrolnych. Swiadczy to o tym, ze zamknigcie

przeplywu wody w trakcie kapieli, nie wykazywato wplywu na wystgpowanie zmian
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w zaleznosci od powtdrzen w czasie. Skora i skrzela badanych ryb z grup kontrolnych
nie byly catkowicie pozbawione zmian, jednakze w kontekscie zréznicowania wynikow
wskaznika kondycji, VSI, HSI i SSI, nalezy przypuszczaé, ze byty to zmiany wynikajace
przede wszystkim z historii osobniczej, majacej miejsce przed rozpoczeciem

do$wiadczenia.

7.4.1. Formaldehyd

Formaldehyd jest najczeSciej stosowany W postaci 37-40% wodnego roztworu,
nazywanego formaling. Mechanizm dziatania formaliny polega na alkilowaniu grup
chemicznych biatek i kwasow nukleinowych. Czynniki alkilujace na ogét przylaczaja sie
do metylowej lub etylowej grupy biatek i DNA, powodujac $mier¢ komoérki (Garcia-
Magana i in., 2019; van Ham i Hall, 1998). Omawiana substancja jest srodkiem
o szerokim spektrum zastosowan, wykorzystywanym w kapielach do u$miercania
pasozytow  (skutecznym  przeciwko  wigkszoSci  pasozytow  zewngtrznych),
przeciwpierwotniaczym, umiarkowanie przeciwbakteryjnym, przeciwgrzybiczym
(w stosunku do plesni wodnych) i sporobojeczym (Antychowicz, 2007; Boothe, 1998;
Grudniewska i Terech-Majewska, 2015; Noga, 2010; Rowland i in., 2006, 2008; Tavares-
Dias, 2021; Terech-Majewska i in., 2010; Treves-Brown, 2000; Wagner i in., 2008).
Formalina jest $rodkiem silnie redukujacym, w zwigzku z czym kazde 5 mg It formaliny
dodane do wody chemicznie usuwa 1 mg I"! rozpuszczonego tlenu z wody. Wykazuje
rowniez dziatanie algobdjcze i toksyczne na makrofity, moze to dodatkowo redukowaé
zawarto$¢ tlenu w wodzie. Najwicksza toksyczno$¢ wykazuje w migkkiej, kwasnej
wodzie i w wysokiej temperaturze wody (Antychowicz, 2007; Noga, 2010; Treves-
Brown, 2000). Parametry wody utrzymujace si¢ w trakcie do§wiadczenia wplywaty wigce
na obnizenie toksyczno$ci i umozliwily zastosowanie stosunkowo wysokiej dawki
srodka, mimo ze pstrag teczowy zaliczany jest do bardzo wrazliwych na jej dziatanie
gatunkow (Heinen i in., 1995; Noga, 2010; Treves-Brown, 2000). Co wigcej, analiza
natlenienia 1 saturacji przez caly czas trwania kapieli, nie wykazata istotnych
statystycznie roznic pomigdzy grupami kontrolnymi a grupami z kapiela
z formaldehydem. W zwigzku z tym mozna wnioskowac, ze przeprowadzona aeracja
wody skutecznie rekompensowata silne redukcyjne wiasciwosci formaliny.

Przeciwskazaniami do stosowania kapieli z formaling sa widoczne owrzodzenia skory
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1 wezesniejszy znane epizody stresowe (np. transport, sortowanie). Dodatkowo formaliny
nigdy nie nalezy stosowac do leczenia ryb, jesli obecny jest biaty osad paraformaldehydu
(wytracaniu sprzyja S$wiatto 1 temperatura ponizej 4°C), poniewaz jest wysoce
ichtiotoksyczny. Formaliny nie nalezy miesza¢ z nadmanganianem potasu (Antychowicz,

2007; Noga, 2010; Treves-Brown, 2000).

Po jednokrotne;j kapieli w 0,25 kg m™ formaliny w skorze najintensywniejsze byty
zmiany zapalne oraz zmiany wsteczne, zarbwno w obrgbie naskorka i skory wiasciwej.
Po zastosowaniu drugiej kapieli reakcja zapalna wcigz byla najsilniejsza oraz zmiany
wsteczne, zarowno w obrebie naskorka, jak i skory wiasciwej. Po trzykrotnej kapieli
zmiany zapalne oraz zmiany wsteczne, zarbwno w obrebie naskorka, jak i skory
wlasciwej utrzymywatly si¢, ale wystapito nasilenie zmian postgpowych naskorka
w stosunku do grup z jednorazowsg i dwukrotng kapielg. Analizujgc zmiany w obrebie
poszczegolnych wspotczynnikow wzorcow reakcji w kontekscie wielokrotnej ekspozyciji
(Tab. 67), mozna potwierdzi¢ wysoce istotny statystycznie wzrost wigkszosci z nich.
Wyjatek stanowit wspotczynnik zmian krazenia lIsc, ktory nie wykazat istotnych zmian,
co potwierdza doniesienia innych badaczy dotyczace stabo wyrazanej reakcji

krazeniowej na uszkodzenia u pstraga teczowego (Schmidt, 2013; Sveen i in., 2020).

Tab. 67) Zmiany wspotczynnikow wzorcow reakcji w kontekscie wielokrotnej ekspozycji pstrqgdw teczowych na
formaling w dawce 0,25 kg m® (w obrgbie wiersza réznicom istotnym statystycznie p<0,05 przypisano oznaczenia
literowe).

. . Formalina

Narzgd Wspdfczynnik Ix 2 ey

Skdra Isc a a a
lsg a ab T b1
lsp a ab T b1
ls. a a a
Iss a ab 1 b1

Skrzela lgc a a a
le a b1 b1
lee a b1 b1
lgi. a ab T b1
lex g b T b T

Liczba komorek §luzowych w naskorku zliczanych z preparatow barwionych
AB/PAS po ekspozycji na drugg dawke formaldehydu zmniejszyta si¢, aby po trzecim

podaniu znowu wzrosng¢. Otrzymane wyniki w zakresie reakcji skory pokrywaja si¢
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czeSciowo z wynikami innych badaczy. Buchmann i in. (2004) badali wptyw
formaldehydu na naskorek i gestosé komorek sluzowych u dwumiesiecznych pstragow
teczowych. Ograniczona ekspozycja (50 ppm, przez 1 h) stymulowata proliferacje
komorek $luzowych. Natomiast wysokie stezenia (200-300 ppm, przez 1 h) lub
dlugotrwata ekspozycja (24 h) przy nizszych stg¢zeniach, powodowaty spadek gestosci
komorek Sluzowych. Autorzy stwierdzili pekanie blon komorkowych nabtonka,
zwickszone uwalnianie $luzu i wysoce nieregularng organizacje komorek, z regionalnymi
réznicami wystepujacymi w roznych czesciach ptetw (Buchmann i in., 2004). Z kolei
Monfared i in. (2013) przy miesigcznej ekspozycji na dawki 25, 50 i 100 ppm,
zaobserwowali martwice i wakuolizacje¢ naskorka, zaburzenia w utozeniu keratynocytow

1 dysplazj¢ komorkowa w warstwie skory wlasciwe;.

Charakterystyczne dla formaliny bylo wystgpowanie melanocytow w formie
skupionej, zwtaszcza w kapieli dwukrotnej i trzykrotnej. Prawdopodobnie jest to rodzaj
reakcji stresowej, zwigzanej ze zwigkszeniem poziomu adrenaliny (Aspengren i in., 2003;
Fujii 1 in., 2002; Skold i1 in., 2002; Wedemeyer, 1971). W grupach z kapielami
z dodatkiem chlorku sodu i siarczanu miedzi nie zaobserwowano tak licznych
melanocytow w formie skupionej. Zjawisko to prawdopodobnie w dluzszym czasie
makroskopowo objawiatoby si¢ pociemnieniem powlok (Garcia-Magafia 1 in., 2019;
Nouh i Selim, 2013), jednakze w trakcie trwania do§wiadczenia nie zaobserwowano tej

zmiany.

W skrzelach w grupie z jednokrotng kapielg z formaldehydem najintensywniejsze
byly zaburzenia krazenia, zmiany zapalne i zmiany wsteczne w obrgbie nablonka.
Po zastosowaniu drugiej kapieli intensywniej wyrazone staly si¢ zmiany zapalne,
zaburzenia krazenia i zmiany wsteczne w obrebie nablonka. Z kolei po trzykrotnej
kapieli, oprocz silnych zmian zwigzanych z zaburzeniami krazenia, zmian zapalnych,
w obrebie nabtonka i tkanek podporowych wystapity znaczne zmiany postgpowe.
Analizujagc zmiany w obrebie poszczegdlnych wspolczynnikéw wzorcoOw reakcji
w konteks$cie wielokrotnej ekspozycji (Tab. 67), mozna potwierdzi¢ wysoce istotny
statystycznie wzrost wigkszo$ci z nich. Wyjatek stanowit wspolczynnik zmian krazenia
lcc, ktory podobnie jak w skorze, nie wykazat istotnych zmian. Zaburzeniem w krazeniu,
charakterystycznym w tej grupie, zwtaszcza u ryb w grupach z uzyciem dwukrotnej
1 trzykrotnej kapieli, bylo wystgpowanie tetniakow charakteryzujacych si¢ tworzeniem

wloknika 1 zrastaniem z sgsiednimi blaszkami skrzelowymi. Ponadto czgsta zmiang
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byt obrzgk blaszek z charakterystycznym odrywaniem nabtonka, oraz naciek zapalny.
W duzej liczbie preparatéw mozna bylo zaobserwowaé naciek zapalny i aktywacje
melanomakrofagdéw, przemieszczajacych si¢ do dystalnych czesci blaszek skrzelowych.
Wzrost liczby makrofagow i szybkie wystgpienie reakcji zapalnej najprawdopodobniej
wynika z obecnosci ILT w skrzelach, ktore ulatwia rekrutacje komorek
odpornos$ciowych. Wzrost liczby makrofagow po ekspozycji na formaling moze by¢

réwniez zwigzany z reakcja sledziony (Monfared i in., 2013).

W badaniach Hung i in. (2019) przy kapieli pstraga tgczowego formaling w dawce
50 ppm, w badaniu histopatologicznym obserwowano obrzgk i oddzielenie nabtonka
blaszek skrzelowych, przerost i martwice. Wykazano, ze zmiany w skrzelach ustgpity po
96-godzinnej ekspozycji na formaling. Dodatkowo badania pokazaty bardzo szybki
metabolizm formaldehydu - u pstraga teczowego stezenie formaliny w watrobie
i mig$niach bylo ponizej granicy wykrywalnosci przy dawce 25 ppm odpowiednio po
uptywie 96 i 240 godzin, a przy dawce 50 ppm odpowiednio 8 i 24 godzin. W tym
doswiadczeniu ustalono réwniez warto$¢ LCso dla formaliny u pstraga teczowego, po 48
godzinach wynosita 211 ppm (Hung i in., 2019), co jest sprzeczne z wynikami Buchmann
I In. (2004) oraz z wynikami przeprowadzonego doswiadczenia.

7.4.2. Chlorek sodu

Chlorek sodu (NaCl) jest jedng z najczgSciej stosowanych substancji
w profilaktyce i leczeniu ryb stodkowodnych (Demska-Zake$ i in., 2021; Gonzalez i in.,
2016; Mifsud i Rowland, 2008; Noga, 2010; Treves-Brown, 2000; Wangen, 2012).
Paradoksalnie, jak na najpopularniejszg substancj¢ lecznicza w akwakulturze, warto$¢
chlorku sodu polega na braku jakiegokolwiek dzialania farmakologicznego na ryby.
Stosowany jest tylko w wodach stodkich, gdzie jedynym jego dziataniem
jest podniesienie ci$nienia osmotycznego wody, a w efekcie zmniejszenie gradientu
osmotycznego miedzy wodg a rybg 1 zmniejszenie osmotycznego naptywu wody do ryb
(Noga, 2010; Treves-Brown, 2000; Wangen, 2012). Obecnos¢ nietoksycznych jonow Na*
I CI" w wodzie zmniejsza wchlanianie rozpuszczalnych toksyn, w tym amoniaku,

azotynow i formaliny. Ponadto chlorek sodu wykazuje dziatanie $ciagajace. Dziatanie na
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ektopasozyty polega na ich mniejszej tolerancji na wysokie ci$nienie osmotyczne

(Treves-Brown, 2000).

Chlorek sodu dostepny jest w formie soli kuchennej, kamiennej lub morskiej.
W obu przypadkach jest zanieczyszczony, ale zazwyczaj w nietoksycznych stezeniach.
Dzigki temu s6l kuchenna moze by¢ bezpiecznie uzywana do leczenia ryb, o ile nie jest
jodowana i nie zawiera przeciwzbrylaczy, poniewaz jodek sodu i1 przeciwzbrylajacy
prusydek sodu (zelazocyjanek sodu; YPS, ang yellow prussiate of soda) sg wysoce
ichtiotoksyczne. W przypadku dtuzszych kapieli zalecane jest stosowanie
zbilansowanych mieszanek soli, z dodatkiem innych istotnych mineratéw (np. Ca, Mg).
Komercyjne formy soli odpowiednie do stosowania w leczeniu ryb to: dowolna
przeznaczona do spozycia przez ludzi z wyjatkiem soli jodowanej 1 z YPS, dowolna
przeznaczona do spozycia przez zwierzeta, ktora nie zawiera dodanych mineralow, sol
przeznaczona do uzupelniania zmigkczaczy wody, sztuczne sole morskie (McDermott
i Petty, 2011; Noga, 2010; Treves-Brown, 2000; Wangen, 2012).

Chlorek sodu zalecany jest we wszystkich nastepujacych wskazaniach:

- redukcja stresu osmotycznego, dzigki ,,odzywczemu” zastosowaniu u ryb
z chorobg dowolnego narzadu osmoregulacyjnego,

- zapobieganie utracie jonow chlorkowych w trakcie stresu manipulacyjnego
I transportowego,

- zmniejszenie toksycznosci amoniaku lub azotyndw oraz zmniejszenie
toksyczno$ci kwasnych deszczy,

- terapia wspomagajaca w leczeniu bakteryjnej choroby skrzeli, zmniejszajaca
wydzielanie §luzu w skrzelach, a tym samym wspomagajgca funkcjonowanie
skrzeli,

- zapobieganie chorobie kolumnowej wywotywanej przez Flavobacterium
columnare,

- zwalczanie saprolegniozy Saprolegnia sp., zar6wno u dorostych ryb, jak i podczas
inkubacji ikry,

- zwalczanie ektopasozytniczych pierwotniakow, m.in. Costia sp., Trichodina sp.,
Ichthyophthirius sp., Scyphidia sp., Epistylis sp., Vorticella sp., Trichophyra sp.,
Tetrahymena sp., Chilodonella sp.i Oodinium sp.,

- zwalczanie inwazji przywr monogenicznych, gromada Monogenea,

- zwalczanie ektopasozytniczych skorupiakéw,
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- zwigkszanie wchianiania innych lekow w naptywie hiperosmotycznym,

- wzmocnienie przeciwpasozytniczego dziatania formaliny i lagodzenie skutkow
ubocznych jej stosowania (Antychowicz, 2007; Demska-Zake$ i in., 2021;
Enevovai in., 2018; Grudniewska i Terech-Majewska, 2015; Magondu i in., 2011;
Mifsud i Rowland, 2008; Noga, 2010; Picon-Camacho i in., 2012; Rasowo i in.,
2007; Treves-Brown, 2000).

W praktyce stosuje si¢ krotko- i dlugoterminowe kgpiele w roztworach chlorku
sodu, zazwyczaj wraz ze wzrostem dawki skracajac czas kapieli. Stosowane stezenie soli
waha si¢ dos¢ szeroko od 0,015-35,0 g I}, w zaleznosci od wieku i gatunku ryby, a takze
wskazania do zastosowania (Antychowicz, 2007; Burgdorf-Moisuk i in., 2011; Demska-
Zake$ 1 in., 2021; Gonzalez i in., 2016; Noga, 2010; Treves-Brown, 2000; Wangen,
2012). Do zwalczania pasozytow zewnetrznych preferowane sg kapiele w wyzszych
stezeniach, jednak zwigzane s3 one =z silng reakcja stresowg 1 zmianami
hematologicznymi (Harper i Wolf, 2009; Hvas i in., 2018; Kolbadinezhad i in., 2012;
Kiiltz, 2015; Sardella i in., 2004; Soegianto i in., 2017; Sui i in., 2016; Treves-Brown,
2000; Tsui i in., 2012). W trakcie trwania doswiadczenia w grupach z chlorkiem sodu,
przez pierwsze 15 minut trwania kapieli ryby wykazywaly zwigkszong intensywnos¢
ruchu i przyspieszone ruchy wieczka skrzelowego, po czym uspokajaly si¢, co zgadza si¢

z obserwacjami wyzej wymienionych autoroéw.

Po jednokrotnej kapieli z dodatkiem chlorku sodu w dawce 20 gl
najintensywniej wyrazone byly zmiany zwigzane z zaburzeniami krazenia i zmiany
zapalne, a takze zmiany postegpowe w obrebie naskorka. Podobne zmiany obserwowano
u pstragdw teczowych w grupach ryb poddanych kapieli dwukrotnie, z tg roznica,
ze w obrebie naskorka dominowaty zmiany wsteczne. Przy kapieli trzykrotnej rowniez
najsilniej wyrazone byly zmiany zapalne, zmiany wsteczne w obrebie naskorka oraz
zaburzenia kragzenia. Ma to swoje odzwierciedlenie w braku istotnych statystycznie zmian
w obrebie poszczegdlnych wspodiczynnikow wzorcow reakcji w kontekscie wielokrotne;j
ekspozycji (Tab. 68). Wyjatek stanowi wspotczynnik zmian wstecznych Isr, ktory po
kolejnych ekspozycjach wysoce istotnie wzrdst. Nasilenie zmian wstecznych
najprawdopodobniej zwigzane bylo z silng reakcja stresowa, przekraczajaca mozliwos$ci
adaptacyjne skory. Zmiany krazeniowe zwigzane byly z wystgpowaniem obrzekow,
we wszystkich warstwach skory, co rowniez wskazuje na zaburzenia osmotyczne

wywotane zmianami zasolenia. Liczba komorek Sluzowych w naskérku ulegta
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zwigkszeniu, widoczne byly réwniez zmiany chemicznego charakteru wydzieliny,
uwidocznione w barwieniu AB/PAS. Wzrost ilosci sjalomucyn i mucyn siarczkowych
obserwowany byt rowniez przez innych badaczy (Tacchi i in., 2015). Ciekawym byt fakt
silnego  wzbudzenia odpowiedzi zapalnej, niezalezny od liczby ekspozycji.
Prawdopodobnie zwigzany jest z aktywujacym wplywem zmian osmotycznych
na enzymy biorace udziat w reakcjach odpornosciowych (Sui i in., 2016). Wzrost liczby
leukocytow obserwowali tez inni autorzy (Enevova i in., 2018). Sugerowaloby to
immunomodulujace dziatanie soli, jednakze doktadny mechanizm lezacy u podstaw tej
hipotezy wymaga dalszej weryfikacji, poniewaz niektorzy autorzy nie potwierdzaja
wplywu soli na wystapienie stanu zapalnego w skorze (Tacchi i in., 2015). Obserwowano
rowniez melanocyty w formie posredniej pomigdzy skupiong a rozproszong, jednakze
skupianie byto znacznie mniejsze niz w przypadku kapieli z formalina, co zgadzaloby si¢

ze zmianami obserwowanymi przez Garcia-Magana i in., (2019).

Tab. 68) Zmiany wspotczynnikow wzorcow reakcji w kontekscie wielokrotnej ekspozycii pstrqgow teczowych na chlorek
sodu w dawce 20 kg m® (w obrgbie wiersza rdznicom istotnym statystycznie p<0,05 przypisano oznaczenia literowe).

p . Chiorek sodv
Narzgd Wspdtczynnik ix 2 I

Skora % a a

lsg a ab T b1

I a a a

I, a a a

lgs a a a
Skrzela lgc a a a

I a b1t ab |

lp a a

lg. a a

lex a a

Zmiany obserwowane w skrzelach korespondowaly ze zmianami w skorze.
Po jednokrotnej kapieli z chlorkiem sodu w dawce 20 g It obserwowano zmiany zapalne,
zaburzenia krazenia 1 zmiany postepowe w obrgbie nablonka oraz tkanek podporowych.
Po dwukrotnej ekspozycji wysoce istotnie statystycznie zwigkszyta si¢ intensywnos$¢
zmian wstecznych w obrgbie nablonka, zmiany zapalne i zaburzenia krazenia
utrzymywaly si¢ na podobnym poziomie. W grupie z trzykrotng kapiela najsilniej
wyrazone byly zmiany zapalne, zmiany zwigzane z zaburzeniami krgzenia, a zmiany

wsteczne w obrebie nabtonka zmniejszyly si¢ w porownaniu do grupy z dwukrotng
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kapiela, znajdujac odzwierciedlenie w zmianie Igr (Tab. 68). Juz jednokrotna ekspozycja
na chlorek sodu w wysokim st¢zeniu pobudzala silng reakcj¢ zapalng w skrzelach, fakt
ten znajduje uzasadnienie w kontekscie obecnosci ILT. Wspotczynnik wzorca reakcji
zmian wstecznych przy trzykrotnej ekspozycji ulegl zmniejszeniu, bylo to zwigzane
z obserwowanymi uszkodzeniami bton komoérek nablonkowych i chlorkowych. Komorki
nabtonkowe w znacznej mierze ulegaly martwicy, ztuszczaniu i usuwaniu, a nastgpnie
byly zastepowane roznicujacymi si¢ komorkami z warstwy bazalnej. Po trzykrotnym
zastosowaniu dawki u pstragow teczowych powoli zaczely przewazaé procesy
regeneracji. Nie zaobserwowano zwigkszenia liczby komorek chlorkowych, jednakze
ulegaly one przerostowi. Sardella i in., (2004) u tilapii mozambijskiej (Oreochromis
mosambicus) obserwowali podobng stato$¢ liczby komorek chlorkowych w ekspozycji
120 h na 35-55-g I NaCl, jednakze zmiany zwigzane z martwica komérek nabtonka
skrzeli wykazali dopiero w 120 h zasoleniu o stezeniu 95 g I"t. Najprawdopodobniej
wynika to z wigkszego zakresu zasolenia tolerowanego przez tilapi¢ mozambijska
w stosunku do pstraga tgczowego, rowniez uznawanego za gatunek euryhalinowy (Kiiltz,
2015). Na liczbe komorek chlorkowych w skrzelach wptywa podanie 10% w/V NaCl
w paszy (Trombetti i in., 1996). W skrzelach badanych ryb trzykrotna kapiel z chlorkiem
sodu wplyneta rowniez na migracje komorek sluzowych do szczytowych czesci blaszek

oraz ich ztuszczanie.

7.4.3. Siarczan miedzi (1)

Siarczan miedzi (II) w akwakulturze wykorzystywany jest jako $rodek bodjczy
0 szerokim spektrum zastosowan. Mechanizm dziatania polega na uwalnianiu wolnych
jondéw miedzi do wody. Miedz jest niezbednym mikroelementem 1 dziata jako kofaktor
wielu proceséw enzymatycznych, ale jest potencjalnie toksyczna dla organizmow
wodnych, a jej toksyczno$¢ u ryb jest dos¢ dobrze poznana. Skrzela sa uwazane
za gtéwny narzad wychwytu jonow miedzi z wody, a gldwny metabolizm i przetworzenie
zachodzi w watrobie. W akwakulturze stosowane sg rOwniez inne niz siarczan miedzi (II)
zrodta miedzi, migdzy innymi jej formy chelatowane oraz nanoczasteczki (Al-Bairuty
I in., 2013, 2016; Grosell i in., 1996, 2007; Handy, 2003; Noga, 2010; Shaw i in., 2012;
Wilson i Taylor, 1993).
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Siarczan miedzi przede wszystkim jest wykorzystywany jako srodek zwalczajacy
ektopasozytnicze pierwotniaki Amyloodinium sp., Cryptocaryon sp., Ichthyophthirius sp.,
przywry monogeniczne, plesnie wodne. Ze wzgledu na wiasciwosci $ciggajgce sosowany
jest rowniez wspomagajaco przeciwko bakteriom Flavobacterium sp.. Siarczan miedzi
dziala tez glonobdjczo, zardwno na glony nitkowate, jak i glony wyzsze. Przy uzyciu jako
herbicyd, kumuluje si¢ w tkankach roslinnych w st¢zeniach wielokrotnie wyzszych
w stosunku do stezen w otaczajacej wodzie. W zwigzku z tym moze stanowi¢ zagrozenie
dla zwierzat zywigcych sie ro$linami wodnymi. Siarczan miedzi jest rowniez toksyczny
dla zooplanktonu, dlatego nie nalezy uzywaé¢ go w stawach, w ktérych zooplankton
stanowi naturalny pokarm (np. w stawach narybkowych, karpiowych). Ze wzgledu
na wysoka toksyczno$¢ w stosunku do bezkregowcdw, siarczan miedzi stosowany jest do
eradykacji $limakéw i nie moze by¢ podawany w akwariach spotecznosciowych
zawierajacych te organizmy. Ponadto charakteryzuje si¢ wysoka toksycznoscia u ryb
z podgromady spodoustych Elasmobranchii, w zwigzku z tym odradza si¢ stosowanie go
u spodoustych. Siarczan miedzi jest rowniez toksyczny dla ryb, ktore zostaty gwattownie
narazone na obnizone ci$nienie osmotyczne, bez czasu na aklimatyzacje, poniewaz utrata
jonoéw sodu nasila toksyczno$é miedzi (Antychowicz, 2007; Li i in., 1996; Noga, 2010;
Nouh i Selim, 2013; Rowland i in., 2008; Treves-Brown, 2000).

Ze wzgledu na bardzo niski indeks terapeutyczny, podczas podawania siarczanu
miedzi do wody preferowana jest metoda kapieli o przedtuzonej immersji lub metoda
stalego przeplywu. Nie zaleca si¢ stosowania kapieli krotkotrwatych. Stezenia
terapeutyczne sg zwykle rozpatrywane w kategoriach jonéw miedzi, a nie soli i beda
zaleze¢ od réznych czynnikoéw, z czego za kluczowe uwaza si¢ pH 1 twardo§¢ wody.
Odczyn wody bedzie wptywat na rozpuszczalnos¢ siarczanu miedzi i dostepnos¢ wolnych
jondéw poprzez oddzialywanie na rozpuszczalno$¢ tlenku miedzi (II) (CuO). Tlenek
miedzi jest czarnym, drobnokrystalicznym proszkiem nierozpuszczalnym w wodzie,
tworzacym stabilng faze stala. Roztwarza si¢ jednak w kwasach ponizej pH 7
1 w roztworach amoniaku. St¢zenia jonéw miedzi zmniejszajg si¢ wykladniczo wraz
ze wzrostem pH, nawet 100-krotnie co jednostke pH. Panuje poglad, ze jesli catkowita
zasadowo$¢ wody jest nizsza niz 50 mg I, siarczan miedzi jest nieprzewidywalnie
toksyczny i dlatego jego uzycie jest odradzane. Wartoscig absolutnie graniczng jest
zasadowo$¢ ogolna mniejsza niz 20 mg I, przy ktorej bezwzglednie nie powinno sie

stosowaé siarczanu miedzi. W wodzie o wysokiej zasadowosci (> 250 mg I%) siarczan
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miedzi bedzie szybko dysocjowat i bedzie dochodzilo do wigzania miedzi w postaci
weglanu miedzi (IT) CuCOs, uniemozliwi t0 uzyskanie stg¢zenia terapeutycznego jonow
miedzi w wodzie. Miedz bedzie rowniez wigzana i dezaktywowana przez materi¢
organiczng. Wptywa to na duza rozpigtos¢ dawek stosowanych w praktyce —od 0,1 mg I
! do nawet 20 mg It (Antychowicz, 2007; MacRae i in., 1999; Noga, 2010; Straus
I Tucker, 1993; Treves-Brown, 2000).

Po jednokrotnej kapieli z dodatkiem siarczanu miedzi (II) w dawce 3 mg I
w skorze najintensywniej wyrazone byly zmiany zapalne, zmiany wsteczne w obrebie
naskorka oraz postgpowe w obrebie naskorka, dotyczace przede wszystkim komorek
§luzowych. Po dwukrotnej ekspozycji na siarczan miedzi zmiany zapalne utrzymywaty
si¢ na podobnym poziomie, zaobserwowano nasilenie zmian wstecznych w obrebie
naskorka 1 skory wilasciwej. Przy trzykrotnej kapieli zmiany zapalne wecigz sig
utrzymywaty, a zmiany wsteczne w obregbie naskorka i skéry wiasciwej byly wysoce
istotnie silniejsze w pordwnaniu do jednokrotnej ekspozycji. Doktadny przebieg zmian
w obrgbie poszczegdlnych wspotczynnikow wzorcodw reakceji w kontekscie wielokrotne;j
ekspozycji przedstawiono w Tab. 69. Wspotczynnik wzorca reakcji zmian wstecznych
w skorze Isr byt czynnikiem najsilniej wplywajacym na wysoce istotny statystycznie

wzrost wspotczynnika narzadu Iss.

Tab. 69) Zmiany wspétczynnikéw wzorcéw reakeji w kontekscie wielokrotnej ekspozycii pstrqgdw teczowych na siarczan
miedzi (Il) w dawce 3 g I' (w obrebie wiersza réznicom istotnym statystycznie p<0,05 przypisano oznaczenia literowe).

. . Siarczan miedzi (1])
Narzgd Wspétczynnik ix o 3
Skdra Isc a a a
Iz a ab 1 b1
Isp a a a
lsi. a a a
Iss a ab 1 b1t
Skrzela loc a a b|
[ a a a
[ a a a
loi. a a a
les a a a

Zmiany w skrzelach po jednokrotnej ekspozycji na siarczan miedzi byty podobne
do obserwowanych w skorze — obserwowano przede wszystkim zaburzenia krazenia,

zmiany zapalne, oraz zmiany wsteczne w obrgbie nabtonka blaszek i tkanek
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podporowych. Dwukrotna ekspozycja nie wplyngta w istotny sposob na nasilenie
wystepujacych zmian. Przy trzykrotnej ekspozycji obserwowany byt utrzymujacy si¢ stan
zapalny, zmiany zwigzane z zaburzeniami krgzenia, oraz zmiany wsteczne w obrebie
nabtonka. Widoczne byly réwniez blaszki z calkowicie zluszczonymi komorkami
Sluzowymi 1 nablonka, podlegajace procesowi regeneracji. Zmiang wystepujaca
u pstragdéw teczowych we wszystkich grupach z uzyciem siarczanu miedzi, byt obrzek
listkbw skrzelowych. Zmiany obserwowane przez innych autorow podczas ostrej
toksyczno$ci w skrzelach obejmujg obrzek, oddzielenie nabtonka blaszek skrzelowych
I zrastanie blaszek obszary rozrostu u podstawy blaszek wtornych, obrzek nablonka
skrzeli, zrost blaszek, patkowate konce, sporadyczny tetniak w blaszkach wtornych
i obrzek mukocytow (Al-Bairuty i in., 2013; Figueiredo-Fernandes i in., 2007; Sola i in.,
1995), a przy ekspozycji przewlektej zmiany w proporcjach komorek nabtonkowych
I mukocytow w przewlektej ekspozycji (Dang i in., 1999).

Kwestia wywolywania stanu zapalnego przez kapiel w siarczanie miedzi jest
niejednoznaczna, poniewaz przy pewnych ekspozycjach miedZ moze dziataé
immunosupresyjnie (Hetrick i in., 1979), a nawet immunotoksycznie (Handy, 2003).
Rowniez Treves-Brown (2000) opisuje immunosupresyjny wpltyw na ryby lososiowate,
gdzie siarczan miedzi w stgzeniach subletalnych czyni je bardziej podatnymi
na zakazenie wirusem zakaznej martwicy uktadu krwiotworczego (IHNV, ang. Infectious
Hematopoietic Necrosis Virus), wibrioze¢ (Vibrio anguillarum) i chorobg czerwonej geby
(Yersinia ruckeri). Powdd, dla ktorego wyzsze stezenia subletalne powodujg mniejsza
podatnos$¢, nie jest znany. By¢ moze jest to zwigzane z tym, ze dlugotrwata ekspozycja
na miedz wywotuje reakcje aklimatyzacyjna, ktéra obejmuje kompensacje funkcji
zaburzonych przez miedz 1 dostosowanie jej homeostatycznego poziomu, umozliwiajac
rybom przezycie pomimo cigglego narazenia i tolerowanie kolejnych ekspozycji
na wyzsze stezenia. Chociaz nie sg okreslone ilosciowo, reakcje aklimatyzacji zachodza
kosztem organizmu, prawdopodobnie wyjasniajac obserwacje zmniejszonego wzrostu,
wydajnosci rozrodczej i wydajnosci ptywania (Grosell, 2011). MiedZ moze rowniez
dziata¢ w niektorych przypadkach jako immunostymulant (Griffin i Mitchell, 2007;
Noga, 2010).
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8. WNIOSKI

1. Podanie formaliny do wody w postaci trzydziestominutowych kapieli

profilaktycznych w dawce 0,25 kg m™ u narybku pstraga teczowego W wieku 0+:

przy zastosowaniu jednokrotnym nie powoduje wystgpienia istotnych zmian
w skorze, w stosunku do grupy kontrolnej, a w przypadku skrzeli wywotuje
istotne zmiany kragzeniowe lgc, postepowe lgc i zapalne lgc;

zachowanie $rodkow bezpieczenstwa w postaci zwickszenia aeracji w basenach
1 utrzymaniu statego pH przy jednokrotnej kapieli skutecznie obniza toksyczne
dziatanie formaliny — w przypadku skrzeli znacznie, a w przypadku skory
zupehnie;

przy zastosowaniu dwukrotnym powoduje wystapienie istotnych zmian zaréwno
w skorze, jak 1 w skrzelach w obrgbie prawie wszystkich badanych
wspotczynnikéw poza zmianami krazenia w skorze Igc;

przy zastosowaniu trzykrotnym powoduje wystgpienie istotnych zmian zarowno
w skorze, jak 1 w skrzelach, w obrgbie wszystkich badanych wspotczynnikow;,

toksycznos¢ formaliny wzrasta wraz z zastosowaniem kolejnych dawek.

2. Podanie chlorku sodu do wody w postaci trzydziestominutowych kapieli

profilaktycznych w dawce 20 kg m= u narybku pstraga teczowego w wieku 0+:

przy zastosowaniu jednokrotnym powoduje wystgpienie istotnych zmian
w skorze, w stosunku do grupy kontrolnej, w obrebie wigkszosci badanych
wspotczynnikdw, nie nasilajgc jedynie wystgpowania zmian wstecznych Isg;
przy zastosowaniu jednokrotnym w skrzelach nie wywotuje zmian w catkowitym
wzorcu reakcji narzadu Igs, mimo, ze powoduje nasilenie zmian krazeniowych
lec, postepowych Igc 1 zapalnych lgc;

przy zastosowaniu dwukrotnym powoduje wystgpienie istotnych zmian w skorze
w obrebie wszystkich badanych wspotczynnikow i wykazuje podobny catkowity
wplyw na skore, jak dwukrotnie zastosowana formalina;

przy zastosowaniu dwukrotnym powoduje nasilenie wystgpowania istotnych
zmian w skrzelach w poroéwnaniu do podania jednokrotnego, jednakze nie

wplywajac na zaburzenia krazenia Igc | wystgpowanie zmian postepowych lac;
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- przy zastosowaniu trzykrotnym powoduje wystgpienie istotnych zmian zaréwno
w skorze, jak i w skrzelach w obrebie wszystkich badanych wspotczynnikow,
na poziomie zmian rownym trzykrotnemu podaniu formaliny;

- jednokrotna ekspozycja na chlorek sodu powoduje wigksze zroznicowanie zmian
niz jednokrotna ekspozycja na formaling, a ré6znice pomigdzy tymi substancjami
malejg wraz z ekspozycja na drugg i trzecig dawke;

- przy zastosowaniu dwukrotnym chlorku sodu szybka regeneracja nabtonka
skrzeli wptywa na obnizenie sumarycznej oceny zmian w skrzelach pstraggow
teczowych;

- chlorek sodu ma dziatanie toksyczne na skore i skrzela pstragow teczowych, przez

co wptywa na rezultaty oceny patomorfologicznej tych narzadow.

Podanie siarczanu miedzi (II) do wody w postaci trzydziestominutowych kapieli

profilaktycznych w dawce 0,003 kg m™ u narybku pstraga teczowego w wieku 0+

- przy zastosowaniu jednokrotnym w skorze powoduje wystgpienie istotnych
zmian w obre¢bie wszystkich badanych wspotczynnikow, na podobnym poziomie
do jednokrotnie zastosowanego chlorku sodu;

- przy jednokrotnej ekspozycji w skrzelach powoduje wystapienie istotnych zmian,
w stosunku do grupy Kkontrolnej, w obrebie wszystkich badanych
wspotczynnikoéw, ponadto powoduje istotne nasilenie zmian krgzeniowych Igc
i stanu zapalnego lei w stosunku do grup z jednokrotng ekspozycja na formaling
i chlorek sodu;

- przy dwukrotnej ekspozycji powoduje wystgpienie istotnych zmian w skorze
w obrebie wszystkich badanych wspolczynnikéw, w stosunku do grup
kontrolnych, z wyjatkiem wspotczynnika zaburzen krazenia lsc;

- po dwukrotnej ekspozycji wptywa istotnie na poziom zmian wstecznych w skorze
Irc W stosunku do zmian wywotanych w skorze po dwukrotnej ekspozycji na
chlorek sodu i jest podobny do dwukrotnie zastosowanej formaliny;

- przy dwukrotnej ekspozycji powoduje wystapienie istotnych zmian w skrzelach,
w stosunku do grup kontrolnych, a w obrgbie wspotczynnika zmian zapalnych lg)
i catkowitego wzorca reakcji narzadu Igs wykazuje podobienstwo do dziatania

dwukrotnie podanej formaliny;
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przy trzykrotnym zastosowaniu powoduje wystgpienie istotnych zmian
w stosunku do grup kontrolnych zarowno w skorze, jak i w skrzelach w obrgbie
wszystkich badanych wspotczynnikow;

przy trzykrotnym zastosowaniu w skorze powoduje najsilniejsze zmiany
catkowitego wzorca reakcji narzadu Iss I poziomu zmian wstecznych Isg;

przy trzykrotnym zastosowaniu w skrzelach wywotuje zmiany na poziomie
poréwnywalnym do poziomu zmian wywotanych trzykrotnym zastosowaniem
formaliny i chlorku sodu;

niezaleznie od liczby dawek, zastosowanie kapieli profilaktycznej z siarczanem
miedzi (II) wdawce 0,003kgm= powoduje wystapienie najwickszych
calkowitych zmian w ocenie patomorfologicznej u pstraga teczowego, swiadczac

0 najwyzszej toksycznosci wsrdd badanych substancji.

Przeprowadzona ocena wplywu kapieli profilaktycznych z uzyciem formaliny,

chlorku sodu i siarczanu miedzi (I1) na obraz patomorfologiczny wybranych

narzadow pstraga teczowego wykazala, ze:

brak istotnych statystycznie roznic, zarowno w skorze, jak 1 w skrzelach,
wszystkich wspotczynnikodw wzorcow reakcji, wspotczynnikow reakcji narzadoéw
Iss i lgs, oraz wskaznika catosciowej oceny histologicznej Tot | u badanych ryb
z grup kontrolnych;

zamknigcie przeptywu wody w trakcie kapieli w grupach kontrolnych nie wptywa
na wystgpowanie zmian, niezaleznie od powtdrzen w czasie;

wspotczynnik zaburzen krazenia w skorze lIsc charakteryzuje si¢ najmniejsza
reaktywno$cig na stosowanie kapieli profilaktycznych z uzyciem formaliny,
chlorku sodu i siarczanu miedzi (I1), niezaleznie od liczby ekspozycji;

stan zapalny wywotany przez kapiele profilaktyczne moze mie¢ efekt

immunomodulujacy.
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10. SPIS AKTOW NORMATYWNYCH

Rozporzadzenie Komisji (UE) 2017/880 z dnia 23 maja 2017 r. ustanawiajace zasady stosowania
maksymalnego limitu pozostalosci ustalonego dla substancji farmakologicznie czynnej
w danym s$rodku spozywczym w odniesieniu do innego srodka spozywczego uzyskanego
z tego samego gatunku oraz stosowania maksymalnego limitu pozostatosci ustalonego dla
substancji farmakologicznie czynnej u jednego gatunku lub wigkszej ich liczby
w odniesieniu do innych gatunkow, zgodnie z rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego

i Rady (WE) nr 470/2009 (Dz. U. UE. L. z 2017 r. Nr 135, str. 1).

Rozporzadzenie Komisji (UE) nr 37/2010 z dnia 22 grudnia 2009 r. w sprawie substancji
farmakologicznie czynnych i ich klasyfikacji w odniesieniu do maksymalnych limitow
pozostatosci w §rodkach spozywczych pochodzenia zwierzecego (Dz. U. UE. L. 22010 r.

Nr 15, str. 1 z pdzn. zm.).

Rozporzadzenie Ministra Gospodarki Morskiej i Zeglugi Srodladowej z dnia 12 lipca 2019 r.
w sprawie substancji szczegolnie szkodliwych dla srodowiska wodnego oraz warunkow,
jakie nalezy spetni¢ przy wprowadzaniu do wod lub do ziemi $ciekow, a takze przy
odprowadzaniu wod opadowych lub roztopowych do wdd lub do urzadzen wodnych

(Dz. U. poz. 1311).

Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 4 czerwca 2008 r. w sprawie kategorii
stosowania produktu leczniczego weterynaryjnego oraz kryteriow zaliczania produktu
leczniczego weterynaryjnego do poszczegodlnych kategorii stosowania i dostepnosci

(Dz. U. Nr 107, poz. 683).

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 27 listopada 2008 r. w sprawie sposobu postgpowania
przy stosowaniu produktow leczniczych, w sytuacji gdy brak jest odpowiedniego produktu
leczniczego weterynaryjnego dopuszczonego do obrotu dla danego gatunku zwierzat

(Dz. U. Nr 217, poz. 1388).

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2016/429 z dnia 9 marca 2016 r.
w sprawie przenosnych chordb zwierzat oraz zmieniajace i uchylajace niektore akty
w dziedzinie zdrowia zwierzat (,,Prawo o zdrowiu zwierzat”) (Dz. U. UE. L. z 2016 r.

Nr 84, str. 1 z pdzn. zm.).

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2019/6 z dnia 11 grudnia 2018 r.
w sprawie weterynaryjnych produktow leczniczych i uchylajace dyrektywe 2001/82/WE
(Dz. U. UE. L.z 2019 . Nr 4, str. 43).

219



Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 470/2009 z dnia 6 maja 2009 r.
ustanawiajgce wspolnotowe procedury okre§lania maksymalnych limitéw pozostatosci
substancji farmakologicznie czynnych w $rodkach spozywczych pochodzenia zwierzecego
oraz uchylajace rozporzadzenie Rady (EWG) nr 2377/90 oraz zmieniajagce dyrektywe
2001/82/WE Parlamentu Europejskiego i Rady i rozporzadzenie (WE) nr 726/2004
Parlamentu Europejskiego i Rady (Dz. U. UE. L. z 2009 r. Nr 152, str. 11).

Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 470/2009 z dnia 6 maja 2009 r.
ustanawiajace wspolnotowe procedury okreslania maksymalnych limitoéw pozostatosci
substancji farmakologicznie czynnych w Srodkach spozywczych pochodzenia zwierzecego
oraz uchylajace rozporzadzenie Rady (EWG) nr 2377/90 oraz zmieniajace dyrektywe
2001/82/WE Parlamentu Europejskiego i Rady i rozporzadzenie (WE) nr 726/2004
Parlamentu Europejskiego i Rady (Dz.U. L 152 z 16.6.20009, str. 11-22).

Rozporzadzenie Rady (EWG) NR 2377/90 z dnia 26 czerwca 1990 r. ustanawiajace wspolnotowa
procedure dla okreslania maksymalnego limitu pozostalosci weterynaryjnych produktow
leczniczych w srodkach spozywczych pochodzenia zwierzgcego (Dz.U. L 224 7 18.8.1990,
str. 1-8).

Ustawa z dnia 27 kwietnia 2001 r. Prawo ochrony §rodowiska (Dz. U. z 2018 r. poz. 799 z p6zn.

zm.).

Ustawa z dnia 6 wrzes$nia 2001 r. Prawo farmaceutyczne (Dz. U. z 2017 r. poz. 2211 z p6zn. zm.).
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17) Udziat poszczeg6lnych gatunkéw hodowlanych w produkcji akwakultury (w tonach)
w Polsce w latach 2014-2019 (opracowanie wlasne na podstawie danych:
FEAP, 2020). ...ttt ettt 26

18) Wielkos¢ produkcji pstraga teczowego (w tonach) w 2016 r. wedlug wojewodztw
(opracowanie wlasne, na podstawie danych: EUMOFA, 2017).....cccccovvviviiiniinniinieeninne, 27

19) Pstrag teczowy, skora, grupa kontrolna. Centralnie widoczne mechanosensoryczne

neuromasty kanatowe (strzatka). Barwienie HE............ccccccoiiiiiiiiiiicce 36

. 20) Pstrag teczowy, schematyczna budowa skory. Pasek pionowy wskazuje na poszczegolne

warstwy skory. Barwienie HE. ... 38

. 21) Pstrag teczowy, skora, grupa kontrolna. Jaskrawo wybarwione komorki kubkowe
(strzatki), nieznaczny rozrost naskorka (gwiazdki), liczba komorek sluzowych w normie.

BarWIBNIE AB/PAS . ..ottt e et e ettt e e et r et r e e naean 40

. 22) Pstrag teczowy, skora, grupa kontrolna. Przekrdj przez zachodzace na siebie tuski

z widocznymi zabkami listewek sklerytowych (strzatki). Barwienie HE......................... 41

23) Pstrag teczowy, skora, grupa kontrolna. Centralnie widoczne dendrytycznie
rozgalezione melanofory warstwy gabczastej skory wlasciwej z rozproszonymi

melanosomami. BarWIBNIE HE. ........oveeiiiieiiieeeeeee ettt ettt e e e e e s e e e e s e nan 43

24) Pstrag tgczowy, skrzela, grupa kontrolna. Listki skrzelowe z regularnie
rozmieszczonymi blaszkami skrzelowymi. Zmiany histopatologiczne - zwigkszenie liczby
i Objetosci komoérek kubkowych S$luzowych dystalnych czgéci blaszek oddechowych
(strzatki). Barwienie HE. ........ccccciiiiiiiiiiiie et 46
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Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryec.

Ryec.
Ryc.
Ryec.
Ryc.
Ryc.
Ryec.
Ryc.
Ryec.
Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryec.

Ryc

25) Pstrag teczowy, skrzela, wyrostki filtracyjne, grupa kontrolna. Nabtonek pokrywajacy
powierzchni¢ kostnych wyrostkow filtracyjnych bogaty w komorki $luzowe.
Barwienie HE..........oooiii 49

26) Diagram niektorych z funkcji $luzu ryb, podzielonych na role, obejmujace wytwarzanie
1 utrzymywanie warstwy §luzu otaczajacego rybe oraz uwalnianie substancji do wody
(Za EHNOtE, 2011D). ... 51

27) Pstrag teczowy, skrzela, grupa kontrolna. Struktura srodskrzelowej tkanki limfatyczne;.
Barwienie HE..........oooiii 55

28) Obieg dOSWIAACZAINY. .....ocvrieeieiiiiie e 59
29) Diagram rozmieszczenia ryb w poszczegdlnych grupach doswiadczalnych
W DBSENACK. ......viiii e 61

30) Diagram procedury Kapieli. .......cccueiuiiiiiiiiiieiie e 62

31) Procedura wazenia i mierzenia ryb po €UtANAZ]i. ......ccoovreerrrreeiieseseeneseenesie e 63

32) Diagram blokowy procesu obrobki histopatologicznej skory i skrzeli ryb. ................. 65

33) Wykres zmian temperatury wody w trakcie trwania doswiadczenia. .........cccceevveenenne. 75

34) Wykres zmian pH wody w trakcie trwania do§wiadczenia. ..........ccooeevvenieniieneenienne 76

35) Wykres zmian natlenienia wody w trakcie trwania do§wiadczenia. ........c..ccoevvvernnne 76

36) Wykres zmian saturacji wody tlenem w trakcie trwania doswiadczenia. .................... 77

37) Wykres zmian zasolenia wody w trakcie trwania do§wiadczenia. ...........cccovnvreennnnne. 78

38) Wykres zmian przewodnosci wody w trakcie trwania doswiadczenia...........cccueenee.e. 78

39) Wspolczynnik kondycji Fultona badanych ryb z podziatem na grupy..........c.ceevernnee. 80

. 40) Wspotczynnik wiscerosomatyczny badanych ryb z podziatem na grupy. ........cccce.e. 81

41) Wspotczynnik hepatosomatyczny badanych ryb z podzialem na grupy. ..........ccceeee. 81

42) Wspolczynnik splenosomatyczny badanych ryb z podziatem na grupy. ........ccccevveeee. 82

. 43) Skora, grupa kontrolna, centralnie przekrdj przez kanat linii nabocznej. Lagodnie
zaznaczony przerost naskorka, tagodnie wyrazone zmiany wsteczne w cytoplazmie
fibroblastow warstwy luznej podnaskdrkowej oraz widkien kolagenowych warstwy zbitej

skory whasciwej. Barwienie HE. ... 86
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Ryc. 44) Skoéra, grupa kontrolna, naskérek. W warstwie luznej podnaskorkowej widoczne
melanocyty w formie dendrytycznej z rozproszonymi melanosomami (strzatki).

BarWIEBNIE HE.......coiiiieiii ettt e ettt r ettt e sttt e e ettt e sata et e sasaaeeesasaeeeesanreeessnreees 86

Ryc. 45) Skora, grupa z trzykrotna kapiela z formaldehydem; przekroj przez kanat linii naboczne;.
Znaczny rozrost naskorka (gwiazdka) oraz naciek zapalny z komorek limfoidalnych
1 neutrofildéw, obejmujacy naskorek, skore wlasciwg oraz warstwe podskorna.

BANWIEBNIE HE.....ooi i ittt ettt e e e e et ettt e e e s e sa e tteeeessesas e aeteeeeesnensnneees 90

Ryc. 46) Skora, grupa z dwukrotng kapielg z formaldehydem. Melanocyty w formie skupione;j,
zlokalizowane w warstwie luznej podnaskorkowej oraz w tkance podskornej (strzatki).

BarWIBNIE HE.......ooeiieeeee ettt ettt e ettt e e ettt e e e et esaa et e s st e e s aareeesaenneeenanreees 90

Ryc. 47) Skéra, grupa z jednokrotng kapiela z formaldehydem. Rozrost naskorka (gwiazdki) oraz

wynaczynienie (strzatka) w warstwie luznej skory wiasciwej. Barwienie HE. ................ 91

Ryec. 48) Skora, grupa z trzykrotna kapielg z formaldehydem, warstwa luzna skory wlasciwe;j.
Ognisko martwicy, resztki wysigku zapalnego oraz okragle melanocyty (strzatki).
BarWienie HE. ... 91

Ryc. 49) Skora, grupa z dwukrotng kapielg z chlorkiem sodu, warstwa luzna. Przesick

prowadzacy do obrzeku warstwy luznej skory wlasciwej (strzatka). Barwienie HE. ...... 95

Ryc. 50) Skora, grupa z jednokrotng kapiela z chlorkiem sodu, warstwa zbita. Przesigk

prowadzacy do obrzeku warstwy zbitej skory wlasciwej (strzatka) . Barwienie HE. ...... 95

Ryc. 51) Skora, grupa z trzykrotng kapiela w chlorku sodu, naskorek i warstwa luzna. Rozrost
keratynocytow (gwiazdki), naciek zapalny z komorek limfoidalnych i neutrofilow
w warstwie luznej skory whasciwej (strzalki) oraz podnaskorkowe melanocyty w formie

posredniej pomiedzy dendrytyczng a skupiona (glowki strzatek). Barwienie HE............ 96

Ryc. 52) Skoéra, grupa z trzykrotng kapiela z chlorkiem sodu. Rozrost keratynocytow
keratynocytow (czarna strzatka), naciek zapalny z komoérek limfoidalnych i neutrofilow w
warstwie naskorka, warstwie luznej skory wtasciwej oraz w tkance podskornej wlasciwej

(biate strzatki). Barwienie HE............cccoooiiiiii e 96

Ryc. 53) Skoéra, grupa z jednokrotng kapiela z siarczanem miedzi. Miejscowy rozrost
keratynocytow i komoérek §luzowych w naskorku (biata strzalka) oraz niewielki naciek
zapalny z komérek limfoidalnych i neutrofilow w warstwie luznej skory wlasciwej (czarna

strzatka). Barwienie HE............ccccooiiiiiiiii e 100
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Ryc.
Ryc.
Ryc.
Ryc.
Ryec.
Ryc.

Ryc.

Ryc.

Ryec.

Ryc.

Ryec.

54) Skora, grupa z dwukrotng kapielg z siarczanem miedzi. Rozrost keratynocytow (czarna
strzatka) oraz rozlegty naciek zapalny komorek limfoidalnych i neutrofilow w obrebie

naskorka i warstwy luznej skory wlasciwej (gtowki strzatek). Barwienie HE. .............. 100

55) Skora, grupa z dwukrotng kapiela z siarczanem miedzi, przekrdj przez kanat linii
nabocznej. Rozrost keratynocytow (czarna strzatka) oraz naciek zapalny komorek
limfoidalnych i neutrofilow w warstwie luznej skory wlasciwej (biate strzatki).

BANWIENIE HE.....ooiiiiiiieeeeeee ettt ettt ettt e e e e et ettt e e e e e sa et areeteesseseerreaeeeeeseeranns 101

56) Skora, grupa z trzykrotng kapiela z siarczanem miedzi, przekrdj przez kanat linii
nabocznej. Naciek zapalny komorek limfoidalnych i neutrofilow w §wietle kanatu linii

nabocznej (biata strzatka) oraz w warstwie luznej skory wiasciwej (czarne strzatki).

BarWienie HE. ..o e 101
57) Wspdtczynnik zaburzen krgzenia w skOrze Isc. ....ooovvevveiiiiii i 102
58) Wspotczynnik zmian wstecznych W SKOIZe Isg. ....vevveeieeiiiiiiiiiieneee e, 104
59) Wspdtczynnik zmian postepowych W SKOTZE Isp. ......ocvvviriiiiiiiiiiiieiieeiee e 106
60) Wspotczynnik zmian zapalnych w SKOTZe Isi, ....oooveriiieiiiiiicie e 108
61) Wspotczynnik 1€aKcji SKOTY LS5 .vvviviiiiieiiieiie i 110
62) Skrzela, grupa kontrolna. Prawidtowa morfologia narzadu. Barwienie HE. ............. 115

63) Skrzela, grupa kontrolna. Listki skrzelowe z regularnie rozmieszczonymi blaszkami
skrzelowymi; stabo zaznaczone zmiany histopatologiczne - poszerzenie dystalnych
fragmentoéw blaszek oddechowych (strzatki), zwiekszenie objgtosci komorek kubkowych
sluzowych (gtowki strzalek) i stabo wyrazony rozrost komoérek warstwy rozrodczej,

wywotany hipoksja. Barwienie HE...........c.coccoiiiiiiiiiicee e 115

64) Skrzela, grupa z dwukrotng kapielg z formaldehydem. Liczne tetniaki (strzatki),

prowadzace do uszkodzenia struktury blaszek. Barwienie HE..............cccooevinninnnnn. 119

65) Skrzela, grupa z trzykrotng kapiela z formaldehydem. Przerost i rozrost w obrgbie
nabtonka blaszek (strzatki) oraz bazalnych komorek niezréznicowanych (glowki strzatek).

BArWIENIE HE.....coiiiiiiieeeeeet ettt et e ettt e e et e re e ettt eeesesee et eteeesesesraaaeereesssrains 119

66) Skrzela, grupa z dwukrotng kapielg z formaldehydem. Widoczny przesiek i obrzek

blaszek oraz w obrebie listka skrzelowego (strzatki). Barwienie HE...............ccccceis 120

67) Skrzela, grupa z dwukrotna kapiela z formaldehydem. Naciek zapalny z komorek

limfoidalnych, neutrofilow i melanomakrofagow (strzatki). W prawym dolnym rogu
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Ryc
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Ryc

Ryc

Ryc

Ryc

Ryec.

Ryc
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widoczny rozrost, prowadzacy do zlania si¢ Dblaszek (glowki  strzalek).

BarWIBNIE HE.......ooiiieeeii ettt ettt s ettt e s e et e s e et e s et b et e s aab et e sasabeeeesasbaeeesaares 120

. 68) Skrzela, grupa z jednokrotng kapiela z chlorkiem sodu. T¢tniaki uszkadzajace dystalne
czesci blaszek (strzatki), wysigk i naciek zapalny komorek limfoidalnych i neutrofilow
(czarne glowki strzatek) oraz przerost i rozrost nablonka blaszek (biale gtowki strzatek).

BANWIENIE HE.....ooiiiiiiieeeeeet ettt ettt ettt e e e e e ee ettt eeesesae e eeteessessstaraeereessenanns 124

. 69) Skrzela, grupa z trzykrotng kapiela z chlorkiem sodu. Rozrost komadrek nabtonka (biate
gtéwki strzatek), zmiany wsteczne w cytoplazmie bazalnych komoérek niezréznicowanych
(oznaczone strzatkami) oraz naciek zapalny komorek limfoidalnych i neutrofiléw (czarne

glowki strzatek). Barwienie HE. ..........cccoooiiiiiiiii e 124

. 70) Skrzela, grupa z dwukrotng kapiela z chlorkiem sodu. Martwica nabtonka blaszek
(strzatki), centralnie wysigk zapalny z obecno$ciag komoérek linii limfoidalnej i

pojedynczymi komorkami linii mieloidalnej (gtowki strzatek). Barwienie HE. ............ 125

. 71) Skrzela, grupa z trzykrotna kapiela z chlorkiem sodu. Zwigkszenie liczby komorek
Sluzowych, gromadzacych si¢ w  szczytowej czeSci blaszek  (strzatki).

BarWIBNIE HE.......ooei oottt ettt et e e et e e et e s een et e s et e s n et e e sataeeeeanes 125

. 72) Skrzela, grupa z jednokrotng kapielg z siarczanem miedzi. Obrzgk i naciek zapalny
z obecnoscig komorek linii limfoidalnej i pojedynczymi komoérkami linii mieloidalnej

w warstwie bazalnych komorek niezroznicowanych (strzatki). Barwienie HE.............. 129

. 73) Skrzela, grupa z dwukrotna kapielg z siarczanem miedzi. Naciek w obrgbie listka
skrzelowego (czarne gtéwki strzatek) oraz w warstwie bazalnych komorek
niezroznicowanych (biate gtowki strzatek), rozrost bazalnych komorek niezréznicowanych

oraz nabtonka (strzalki), zrastanie blaszek (gwiazdki). Barwienie HE. ......................... 129

. 74) Skrzela, grupa z jednokrotng kapielg z siarczanem miedzi. Obrzgk w warstwie bazalnych
komorek niezréoznicowanych (czarne  strzatki), rozrost bazalnych komorek

niezréznicowanych (biate strzatki) i przerost komorek nablonka blaszek (czarne gtowki

strzatek). Barwienie HE. ..o s 130
75) Skrzela, grupa z trzykrotna kapiela z siarczanem miedzi. Centralnie usytuowane
komorki nabtonka ulegajace ztuszczeniu z dystalnej czg¢sci blaszki (strzatka). Barwienie
HE . et 130
. 76) Wspotczynnik zaburzen krazenia w skrzelach Igc. .o.voovevvvneiiiiiiiciiiicccc 131
. 77) Wspolczynnik zmian wstecznych w skrzelach IgRr.......ccoovvvvviiiiciiicc 133
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Ryec.

Ryc.

78) Wspdtczynnik zmian postepowych w skrzelach Igp.......ccovvviviiiiiiiniiiiiiic e 135

79) Wspotczynnik zmian zapalnych w skrzelach Igi. ...oooovvviiieiiieiciiiiccee 137
80) Wspotczynnik reakcji SKIZEI IGs. ..vvevvrreevirinieriniee e 139
81) Calo$ciowy wspdtczynnik zaburzen krazenia Ic. ......ocovevieiiiiiiiiiiiiieeneees 142
82) Catosciowy wspotczynnik zmian WSteCZNYCh IR......ccvvviiviiiiiiccic e 144
83) Calo$ciowy wspdtczynnik zmian postepowych Ip. .....ccooviiiiiiiiiiiiiiis 146
84) Catosciowy wspolczynnik zmian zapalnych L. .....ccoccoviviiiiiiii e 148
85) Catosciowy wspotczynnik oceny histologicznej TOt 1. ......ccooovevvvviievvcieice e, 150

86) Kaskada gojenia ran w czasie, pordwnanie pomiedzy gatunkiem zimnowodnym (toso$
atlantycki Salmo salar), a cieptowodnym (danio prggowany Danio rerio)
(Za SVEEN 1N, 2020). ...oviiieiee et et nre e re s 162

87) Dwa warianty anomalii w postaci podwdjnej $ledziony — po lewej ze znaczng réznica

rozmiaru, po prawej obie czgsci w POdObNYM FOZMIAIZE. ......cccvevvvvviiereseee e ne e 169
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11.3.  Spis rownan

Roéwnanie 1) Wzér na obliczenie liczby dni karencji po zastosowaniu leku recepturowego. .... 35
Rownanie 2) Przeksztatcone rownanie Ficka (za Wegner, 2011).......ccccovvveviiniencnieneneienenes 44
Réwnanie 3) Wzor na wspotczynnik Fultona (za Opuszynski, 1983). ...eovvveiveiiiiiiiiiiiiee, 64

Réwnanie 4) Wzor na wskaznik trzewny VSI (za Barton i in., 2002; Goede i Barton, 1990;
Morgan i IWama, 1997). ..o e re e 64

Rownanie 5) Wzor na wskaznik watrobowy HSI (za Barton i in., 2002; Goede i Barton, 1990;
Morgan i IWwama, 1997). ... e e re e 64

Roéwnanie 6) Wzor na wskaznik §ledzionowy SSI (za Barton i in., 2002; Goede i Barton, 1990;

Morgan i IWama, 1997). ..o s 64
Rownanie 7) Wspolczynnik wzorca reakcji (za Bernet 1 in., 1999)......ccccvviviininininiicnenee 72
Roéwnanie 8) Wspodtczynnik reakcji narzadu (za Bernet 1 in., 1999).......ccccovviviiiiiiiicninnicninns 72
Rownanie 9) Catosciowy wspotczynnik wzorca reakcji (za Bernet i in., 1999).......cccccvevevnnene 73
Roéwnanie 10) Catosciowy wspotczynnik oceny histologicznej (za Bernet i in., 1999). ............ 73
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12. WYKAZ SYMBOLI, 0OZNACZEN | SKROTOW

12.1.

2
log Koy
Cmax

tm ax

AP,

Ccv

min

ppm

Wykaz symboli i oznaczen

szybko$¢ pobierania tlenu (ml O, min™)

wspotczynnik podziatu

maksymalne st¢zenie substancji aktywnej w osoczu krwi

czas mijajacy od podania substancji do osiggnigcia w osoczu krwi maksymalnego

stezenia substancji aktywnej

srednia ro6znica ci$nienia parcjalnego tlenu miedzy krwia a woda (mmHg)

ptetwa odbytowa (pinna analis)
wspotczynnik zmiennosci (%)
ptetwa grzbietowa (pinna dorsalis)
dtugos$¢ catkowita ciata (cm)
minuta

ptetwa piersiowa (pinna pectoralis)
liczba czgs$ci na milion

ptetwa brzuszna (pinna ventralis)
masa ciala (g)

masa watroby (g)
masa $ledziony (g)

masa trzewi (Q)

catkowita powierzchnia oddechowa skrzeli (cm?)

zdolnos$¢ dyfuzji (#Onzmg)

wspotczynnik dyfuzji Krogha (

dystans dyfuzji (um)

ml O, pm
cm? mmHg min
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12.2.

Skrot

AB/PAS

ADME

AMP
ANOVA

Ap. pyl.
ARRIVE

CcC

DC

DNA
DNA
EGC
EUMOFA

FAA

FAO

FEAP

Wykaz skrétow
Rozwiniecie

alcian blue/periodic acid-
Schiff

chemical absorption,
distribution, metabolism,

excretion

antimicrobial peptides
analysis of variance
appendices pyloricae
Animal Research: Reporting

In Vivo Experiments

chloride cells

dendritic cell
deoxyribonucleic acid
deoxyribonucleic acid
eosinophilic granular cells
European Market
Observatory for fisheries and
aquaculture

Formalin—Acid—Alcohol

Food and Agriculture
Organization of the United
Nations

The Federation of European

Aquaculture Producers

Jezyk
pochodzenia

angielski

angielski

angielski
angielski
tacinski

angielski

angielski
angielski
angielski
angielski
angielski

angielski

angielski

angielski

angielski

Thimaczenie

blekit alcjanski z kwasem
nadjodowym i odczynnikiem
Schiffa

akronim odzwierciedlajacy losy
leku w ustroju, pochodzacy od
nazw procesOw: absorpcji,
rozmieszczenia,
biotransformacji (metabolizmu)
i wydalania

peptydy antydrobnoustrojowe
analiza wariancji

wyrostki pyloryczne

Badania na zwierzetach:
wytyczne dotyczace
raportowania eksperymentow in
vivo

jonocyty, komoérki chlorkowe
komorki dendrytyczne

kwas deoksyrybonukleinowy
kwas deoksyrybonukleinowy
eozynofilowe komorki ziarniste
Europejskie Obserwatorium
Rynku dla Rybotowstwa i
Akwakultury

mieszanina formalinowo-
kwasowo-alkoholowa
Organizacja Narodow
Zjednoczonych do spraw
Wyzywienia i Rolnictwa
Europejskie Stowarzyszenie

Producentow Akwakultury
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Skrot

GALT

GIALT

GSPC

HE

HSI

IHNV

IL1b
ILT

ITIS

LCso
MALT

MHC

MINPEPA

MNC

MRC

MRNA

MtDNA
NCC

NK
NLR
NOAEL

Rozwiniecie

gut-associated lymphoid
tissue

gill-associated lymphoid
tissue

Gold Standard Publication
Checklist

hematoxylin and eosin
hepatosomatic index
Infectious Hematopoietic
Necrosis Virus
Interleukin 1 beta
interbranchial lymphoid
tissue

Integrated Taxonomic
Information System

lethal concentration
mucosal-associated
lymphoid tissue

major histocompatibility
complex

Minimum Information for
Publication of Experimental
Pathology Data
mononuclear cells
mitochondria-rich cells

messenger RNA

mitochondrial DNA

nonspecific cytotoxic cells

natural killer
NOD-like receptors
no observed adverse effect

level

Jezyk
pochodzenia
angielski
angielski
angielski
angielski
angielski

angielski

angielski
angielski

angielski

angielski

angielski

angielski

angielski

angielski

angielski

angielski

angielski

angielski

angielski
angielski

angielski

Thamaczenie

tkanka limfatyczna zwigzana z
jelitami

tkanka limfatyczna zwigzana ze
skrzelami

Ztoty Standard Publikacyjnej
Listy Kontrolnej
hematoksylina-eozyna
wskaznik watrobowy

wirus zakaznej martwicy uktadu
krwiotworczego

interleukina 1B

srodskrzelowa tkanka
limfatyczna

Zintegrowany system
informacji taksonomicznej
stezenie $Smiertelne

tkanka limfatyczna zwiagzana z
btonami §luzowymi

gtéwny uktad zgodnosci
tkankowej

Minimalne ilosci informacji do
publikacji doswiadczalnych
danych patologicznych
komorki jednojadrzaste
komorki bogate w mitochondria
informacyjny RNA, matrycowy
RNA

DNA mitochondrialny
niespecyficzne komorki
cytotoksyczne

komoérka NK

receptory NOD-podobne

stezenie niepowodujace efektow
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Office International des
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polymorphonuclear cells
polyinosinic:polycytidylic
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polyinosinic:polycytidylic
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pattern recognition receptors,
pathogen recognition
receptors

recirculating aquaculture
system

ribonucleic acid

recipe

skin-associated lymphoid
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spinae branchiales

specific pathogen free
splenosomatic index
Short Tandem Repeat

T-cell receptor

toll-like receptors
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angielski
angielski
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pstrag teczowy

Swiatowa Organizacja Zdrowia
Zwierzat

podanie doustne

wzorce molekularne zwigzane
z patogenami

leukocyty

komorki jednojadrzaste

komorki naskorka

kwas poliinozyno-
policytydylowy

komorki polimorfojadrowe
kwas poliinozyno-
policytydylowy

kwas poliinozyno-
policytydylowy

receptory rozpoznajace wzorce,
in. receptory rozpoznajace
patogeny

system zwrotnego obiegu wody

kwas rybonukleinowy
recepta

tkanka limfatyczna zwigzana ze
skora

wyrostki filtracyjne

zwierzgta wolne od
specyficznych patogenow
wskaznik $ledzionowy

DNA mikrosatelitarny
receptor limfocytu T, receptor
komoérki T

receptory toll-podobne
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tumor necrosis factor o

European Union

viscerosomatic index
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o
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Swiatowa Organizacja Zdrowia

239



