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Mesenchymal fibroma in goldfish. A case study

Summary

The aim of this research was to explain the etiology of pathological changes that have occurred on the body
of goldfish (Carassius auratus). All samples were obtained from a fish farm that utilizes cooling water from
the power station Dolna Odra. Since 2008 a few such cases have been sporadically observed there. An excised
part of the tissue was analyzed based on histological assays and also by means of a transmission electron
microscope (TEM). Histological staining showed that the tumor originated from the mesenchymal tissue with
many blood vessels in its structure. The conducted research showed neither pathological changes caused by
oncogenic viruses nor viral particles in the tumor tissue. Nevertheless, the most probable reason for these kind
of changes is a combination of environmental factors and In Poland specific breeding conditions (warmed

waters).
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Geneza nowotworow u ryb nie sigga daleko. Najczes-
ciej wszelkiego rodzaju opisy 1 klasyfikacja zmian on-
kogennych jest tworzona na podstawie informacji czer-
panych z patologii cztowieka. W dziedzinie ichtiopato-
logii istnieja dane, ktore przemawiaja za faktem uzna-
wania czynnikow genetycznych, jako odpowiedzialnych
za powstawanie zmian nowotworowych u ryb (8). Po-
nadto mozna przyjaé, ze wplyw na uszkodzenia DNA
wiaze si¢ tez z bezposrednim srodowiskiem zycia ryb.
Jurczyk 1 wsp. (9) wskazuja na istnienie $cistej zalez-
nosci pomigdzy obecnos$cia genotoksyn w srodowisku
wodnym 1 powstajacymi wskutek tego zmianami nowo-
tworowymi. Moga one obejmowac tylko jedno pokole-
nie (nowotwory) albo tez prowadzi¢ do roéznorakich
zmian w populacji, ktore moga by¢ bardzo niekorzyst-
ne i prowadzi¢ np. do redukcji ptodnosci. Wymagaja
one jednakze dluzszej ekspozycji ryb na dziatanie da-
nego czynnika toksycznego.

Wsréd nowotworow u ryb szczegolnie czgsto wyste-
puja tagodne zmiany pochodzenia mezenchymatyczne-
g0, takie jak: mig$niaki, kostniaki, thuszczaki, wtoknia-
ki, chrzestniaki i naczyniaki. Z kolei u ryb bardzo rzad-
kie sa zmiany nowotworowe ztos§liwe, wywodzace si¢
z wldkien migsniowych poprzecznie prazkowanych lub
gtadkich (11). Badania na temat nowotworéw wywo-
dzacych sig¢ z tkanki tacznej u ryb potwierdzaja ich
fibroblastyczng struktur¢ oraz mozliwo$¢ makrosko-
powego stwierdzenia nadmiernego rozrostu tkanki, kto-
ra przenika do najblizszego otoczenia guza. Autorzy

doniesien sugeruja sktonnos¢ wtokniakéw do wnika-
nia w tkanke podskorng u ryb oraz czg¢sta ich lokaliza-
cj¢ w migsniach grzbietowych czy pletwach piersiowych
(8). Andrews (2) na podstawie badan przeprowadzo-
nych w Ameryce Potnocnej stwierdzil, i1z czgstotliwos¢
wystepowania tumorow u ryb pochodzacych z rzek ska-
zonych przemystowo szacowana jest na 5% w porow-
naniu do 1% u ryb odtowionych z rzek okreslonych jako
,»czyste”. Sugeruje to istnienie korelacji pomigdzy obec-
no$cia zwiazkow z grupy kancerogennych a czgstotli-
woscig wystepowania zmian zwyrodnieniowych lub no-
wotworowych u ryb. Nalezy zaznaczy¢, ze do wspom-
nianej grupy zalicza sig nie tylko czynniki egzogenne
(fizyczne, chemiczne czy biologiczne), obecne w wo-
dzie, ale takze czynniki z grupy endogennych, ktorych
obecno$¢ wynika przyktadowo z zaktocenia rownowa-
gi hormonalnej u ryb (8).

Celem badan byto ustalenie etiologii rozrostowych
zmian skornych wystgpujacych u karasi zlocistych
hodowanych przemystowo w sadzach zlokalizowanych
w podgrzanej wodzie pochtodnicze;j.

Materiat i metody

Karasie ztociste (Carassius auratus) stanowiace materiat
do badan pochodzity z hodowli zlokalizowanej na wodach
pochlodniczych elektrowni Dolna Odra. Ryby w wieku 3+
pochodzity ze sztucznego tarta przeprowadzonego wiosna
2006 r. w Rybackiej Stacji Doswiadczalnej w Nowym Czar-
nowie. Po tarle wyleg przetransportowano do stawow ziem-
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nych, w ktorych podchowywane byly do wrzesnia 2006 r.
Nastepnie zostaty przeniesione do sadzéw hodowlanych zlo-
kalizowanych na wodach kanatu zrzutowego przy elektrow-
ni. Pierwsze przypadki guzow, ktoére pojawity si¢ na poje-
dynczych osobnikach zaobserwowano w 2008 r. Do 2009 r.
w kilkutysigcznej populaql karasi obserwowano kolejne
przypadki ryb ze zmianami nowotworowymi, ktorych wiel-
ko$¢ w proporcji do ciata ryb przedstawiono na ryc. 1.

Do badan histologicznych pobrano wycinek tkanki po-
chodzacy bezposrednio z guza (cigcie w przekroju poprzecz-
nym) i utrwalono w roztworze formaliny. Nastepnie probki
odwadniano w etanolu i prze§wietlano w chloroformie. Tak
przygotowane tkanki zatapiano w bloczki parafinowe. Go-
towy preparat krojono przy uzyciu mikrotomu rotacyjnego
(HM 310) na skrawki o grubo$ci 5 um. Do barwienia uzy-
wano hematoksyliny i eozyny, stosujac standardowq meto-
dyke dla tkanek migkkich (3, 4, 14). Zd_] gcia preparatow his-
tologicznych Wykonywano przy uzyciu mikroskopu Nikon
ECLIPSE TE 2000-S, za$ dokumentacj¢ fotograficzna spo-
rzadzono stosujac oprogramowanie NIS Elements. Dalsza
analiz¢ wykonano za pomoca transmisyjnego mikroskopu
elektronowego. W tym celu material w postaci skrawkow
o grubosci 1 mm utrwalano w 4°C (przez 4 h) poprzez
umieszczenie ich w 2,5% aldehydzie glutarowym rozcien-
czonym w 0,1 M buforze kakodylanowym (pH 7,2-7,4).
Nastepnie w tych samych warunkach temperaturowych dwu-
krotnie (po 1 h) ptukano skrawki w 0,1 M buforze kakodyla-
nowym (pH 7,2-7,4) i utrwalano 1% roztworem czterotlen-
ku osmu (OsO,) rozpuszczonym w 0,1 M buforze kakodyla-
nu. Kolejne etapy polegaty na odwadnianiu preparatéw 2 x
15 min. w szeregu acetonowym (30, 50, 70, 80 1 90%) oraz
inkubacji przez 12 godzin w mieszaninie acetonu z zZywica
epoksydowa (1 : 1). Spolimeryzowane bloczki uzyskane po
inkubacji materiatu w mieszaninie Zywic (Epon 812, DDSA,
MNA, akcelerator BDMA) krojono ultramikrotomem na
preparaty potcienkie o grubosci okoto 1,5-2 um, po czym
barwiono przez 5 min. w 0,1% blgkicie toluidyny i oceniano
w mikroskopie §wietlnym. Wyselekcjonowane preparaty pot-
cienkie poddano kolejnemu skrawaniu ultramikrotomem do
grubosci 50-80 nm, po czym nanoszono je na siatke z btona,
ktora z kolei barwiono w octanie uranylu i cytrynianie sodu
Reynoldsa.

Wyniki i omowienie

Analiza makroskopowa guzow pozwolita okresli¢ ich
wielko$¢ (3 x 2,5 x 2,7 cm) 1 lokalizacjg (czg$¢ grzbie-
towa zaglowowa oraz linia naboczna). Powierzchnia
obserwowanych guzow byta gtadka, struktura przypo-
minata substancj¢ galaretowata o kolorze od bladoro-
zowego az do sinoczerwonego (ryc. 1). Sekcja guzow
wykazata potaczenie ich z uktadem krwiono$nym ryby.
Z samej definicji nowotworu, jako zespolu komorek
wymykajacych si¢ spod kontroli organizmu jako catos-
ci, wynika, ze widoczne na fotografiach guzy maja cha-
rakter tumordw. Jak podaje Jara (8), diagnoza nowo-
tworu opiera si¢ na badaniu histologicznym, w ktorym
szczegblna uwage zwraca si¢ na lokalizacje nowotwo-
ru i jego charakter. W analizowanym przypadku guzy
zlokalizowane byly na zewnatrz, ale wyrastaty z tkanki
tacznej ryby, stad wedlug klasyfikacji Amlachera (1)
zdiagnozowano je jako wtokniak (fibroma). Ze wzgle-
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Ryc. 1. Guzy wywodzace si¢ z tkanki lacznej u karasia zloci-
stego (lokalizacja, proporcje wielkosci w stosunku do ciala
karasia)

g 4
100 ym

Ryec. 2. Przekroj przez skore (A) i migzsz (B) guza

du na strukturg zewngtrzna (gtadka i gabcezasta) okres-
la si¢ je mianem wiokniakow migkkich (fibroma molle).
W obrazie histologicznym guz okrywa skora, pod kto-
ra znajduje si¢ miazsz, zbudowany z tkanki tacznej i nie-
wielkiej ilo$ci znajdujacych si¢ pomigdzy nim komo-
rek tluszczowych (ryc. 2). Struktura guza jest nieupo-
rzadkowana. Widoczne s pasma widkien kolageno-
wych, sprezystych i siateczkowych, przebiegajacych
wielokierunkowo i beztadnie. Duzy udziat fibrocytow
decyduje o niskiej spoistosci struktury wewngtrznej
guza. Widoczne sa takze charakterystyczne zmiany
wsteczne (rozpad), wystepujace zwykle podczas po-
wstawania torbieli oraz znaczne rozszerzone naczynia
krwionosne (ryc. 3) (5).

Zmiany chorobowe wystepujace u ryb dotycza za-
rowno osobnikow bytujacych w srodowisku natural-
nym, jak i przetrzymywanych w warunkach hodowla-
nych. Zwroci¢ nalezy szczegdlna uwage na fakt, iz wy-
stegpowanie chorob w systemach hodowlanych (obiekty
sadzowe i baseny) jest stosunkowo czgste, gdyz oprocz
czynnikdéw biotycznych wazna rolg¢ odgrywaja nieko-



Ryc. 4. Wléknista i nieuporzadkowana struktura guza po-
zbawiona czastek wirusow (mikroskop elektronowy)

rzystne warunki srodowiskowe, urazy mechaniczne czy
nieodpowiednie zywienie. Zwigkszony stopien zacho-
rowalnosci jest takze thumaczony zachwianiem ewolu-
cyjnie wypracowanej stabilno$ci ekologicznej wyste-
pujacej w uktadzie czynnikdéw chorobowych iryb (11).
Objawy chorobowe (wtdkniak) opisane na podsta-
wie przeprowadzonych badah obserwowane sg stosun-
kowo rzadko u ryb w naturalnym srodowisku. Znacz-
nie czesciej wystepuja u ryb przetrzymywanych w akwa-
riach badz hodowanych w obiegach zamknigtych. Czyn-
niki etiologiczne tych zmian sa niezwykle trudne do
zdiagnozowania. Generalnie uwaza sig, ze najczesciej
sa one powodowane przez niektore substancje chemicz-
ne wystgpujace w wodzie (np. detergenty, insektycy-
dy), infekcje wirusowe, ucisk, draznienie czy urazy
mechaniczne (8, 12). Na podstawie analizy preparatow
przy wykorzystaniu transmisyjnej mikroskopii elektro-
nowej (ryc. 4) nie zaobserwowano zmian w strukturze
badanych tkanek, ktére wskazywalyby na obecno$¢
wirusa lub wystgpowania zmian poinfekcyjnych.

Za uznane powszechnie schorzenia nowotworowe
wywolywane przez czynniki wirusowe uznaje sig, mig-
dzy innymi, hiperplazj¢ nabtonka sandacza (Sander
lucioperca), ospg ptoci (Rutilus rutilus) wywolywana
wirusem z rodzaju Herpes lub brodawczyce wegorza
atlantyckiego (Anguilla vulgaris) (7, 10, 13). U ryb
akwariowych przyktadem wirusa onkogennego jest lym-
phocystivirus (Iridoviridae) powodujacy limfocystoze.
Moze on ulegaé transmisji poziomej (poprzez ociera-
nie) na inne gatunki wspotbytujacych ryb, gtéwnie na-
lezacych do rodzin pielggnicowatych (Cichlidae) oraz
guramiowatych (Osphronemidae) (2). U badanego ga-
tunku karasia, pochodzacego z wod Turcji (6) zaobser-
wowano guzy zlokalizowane na czgsci gtowowej. Sek-
cja oraz badania mikroskopowe wskazuja, ze guz ten
wywodzi si¢ z mig$ni gladkich.

Wykluczajac obecnos¢ onkogennych wirusow, za
najbardziej prawdopodobna przyczyne pojawienia si¢
wiokniaka uznaje si¢ w tym przypadku polaczenie czyn-
nikéw srodowiskowych oraz warunkoéw hodowlanych.
Otarcia badz urazy mechaniczne powstate w wyniku
prowadzonej selekcji poczatkowo mogty doprowadzié¢
do uszkodzenia tkanki tacznej, co zwykle jest widocz-
ne w postaci miejscowego, drobnego obrzeku. Osob-
niki majace uszkodzenia ciata tego typu, bytujac w jed-
nym zbiorniku, mogly, ocierajac si¢ (np. podczas kar-
mienia), drazni¢ wrazliwe miejsce, powodujac dalszy
rozw0j guza do postaci ,,owocu truskawki” badz ,,r6-
zyczki kalafiora”. Wtokniak powstaty w ten sposob nie
jest dziedziczony z pokolenia na pokolenie jako cecha
nabyta (zgodme z Il prawem Lamarcka), w zwiazku
z czym nie powoduje znaczacych gospodarczo strat
w gospodarstwach hodowlanych. Ze wzgledu na spo-
radyczno$¢ zmian nowotworowych u ryb, trudnosci
w zdiagnozowaniu podtoza tych zmian oraz niewiel-
kie straty sa one przedmiotem badan nielicznych grup

naukowcow (2).
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