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ZakaŸna martwica uk³adu krwiotwórczego ryb

³ososiowatych (IHN): aktualny stan wiedzy oraz wp³yw

wirusa IHN na uk³ad odpornoœciowy

W ostatnich latach obserwuje siê w Europie znaczny

wzrost zachorowalnoœci wylêgu podchowanego i narybku

pstr¹ga têczowego na zakaŸn¹ martwicê uk³adu krwio-

twórczego (Infectious haematopoietic necrosis – IHN). Pod-

jête badania wykaza³y, ¿e wirus IHN izolowany w Europie

posiada podobn¹ strukturê do wirusa IHN izolowanego

w USA (Essbauer i in. 2001). W Polsce stwierdzono wystê-

powanie wirusa IHN (Terech-Majewska i in. 2000, Antycho-

wicz i in. 2001) jedynie w latach 2000-2001. W nastêpnych

latach nie notowano tej choroby w naszym kraju. Jednak¿e

w ostatnich dwóch latach stwierdzono obecnoœæ wirusa

IHN u narybku pstr¹ga têczowego, u którego nie obserwo-

wano objawów klinicznych i zmian anatomopatologicznych

wskazuj¹cych na wystêpowanie choroby. Przypuszcza siê,

¿e znacz¹cy import ikry móg³ byæ bezpoœredni¹ przyczyn¹

pojawienia siê wirusa IHN w Polsce.

Wirus IHN posiada charakterystyczn¹ budowê przypo-

minaj¹c¹ pocisk z jednej strony zaokr¹glony. Jest stosun-

kowo du¿ym wirusem, a d³ugoœæ wirionu mieœci siê w grani-

cach 150-190 nm, przy œredniej szerokoœci wynosz¹cej 70

nm. Posiada bardzo grub¹ otoczkê lipoproteinow¹, która

w odró¿nieniu od wirusa VHS ma igie³kowate wypustki

przypominaj¹ce szczotkê. Wirion zbudowany jest z poje-

dynczego ³añcucha RNA. Badania w³aœciwoœci antygeno-

wych wirusa IHN wykaza³y, ¿e nie jest on jednorodny. Dziêki

zastosowaniu przeciwcia³ monoklonalnych okreœlono a¿

piêæ typów wirusa. Intensywne badania nad molekularn¹

budow¹ wirusa IHN, ze szczególnym uwzglêdnieniem

budowy genomu wykaza³y, ¿e zawiera on swoisty gen NV,

który odró¿nia go od innych wirusów nale¿¹cych do rodziny

Rhabdoviridae. W zwi¹zku z powy¿szym zaliczono osta-

tecznie wirus IHN do rodzaju Novirhabdovirus (Ammayap-

pan i in. 2010, Guz 2010).

Cech¹ charakterystyczn¹ wirusa IHN jest bardzo du¿a

opornoœæ na niskie temperatury. W temperaturze od –20�C

do –90�C nie zmienia swoich w³aœciwoœci oraz zachowuje

zakaŸnoœæ przez wiele lat. Badania w³asne wykaza³y, ¿e

nawet przetrzymywanie wirusa w ciek³ym azocie przez

ponad rok nie zmieni³o jego w³aœciwoœci. Jest natomiast

bardzo wra¿liwy na niskie pH. Ju¿ w pH 3 nastêpuje natych-

miastowa (po 1-2 sek.) inaktywacja wirusa, natomiast w pH

4 do pH 10 utrzymuje zdolnoœæ do zaka¿enia. Równocze-

œnie jest wra¿liwy na wysuszenie, gdzie nastêpuje bardzo

szybka jego inaktywacja. W temperaturze do 60�C inakty-

wacja nastêpuje ju¿ po 30 min, natomiast w ni¿szych tem-

peraturach potrafi zachowaæ swoj¹ zakaŸnoœæ przez wiele

tygodni: w temperaturze 20-21�C przez 6 tyg., w 15�C przez

4 mies., w 10�C ju¿ 9 mies. oraz w temperaturze 4�C ponad

9 mies. Badania prowadzone w warunkach in vitro na

hodowlach komórkowych wykaza³y, ¿e wzrost i zmiany

cytopatyczne stwierdza siê w bardzo szerokim zakresie

temperatur od 4�C a¿ do 18�C. Badania prowadzone przez

ró¿ne zespo³y badawcze oraz badania w³asne wykaza³y, ¿e

optymalne temperatury dla wzrostu wirusa IHN mieszcz¹

siê w przedziale 10-15�C. Ten szeroki zakres optymalnych

temperatur œwiadczy o du¿ej zdolnoœci adaptacyjnej tego

wirusa (Ahne i Kurstak 1989).

Badania dotycz¹ce patogennoœci wirusa IHN

wykaza³y, ¿e poszczególne szczepy, a nawet izolaty

pochodz¹ce z ró¿nych regionów wykazuj¹ znaczne ró¿nice

w zjadliwoœci, zarówno w zaka¿eniach naturalnych, jak

i eksperymentalnych. Wirus IHN wykazuje swoj¹ patogen-

noœæ w temperaturze poni¿ej 18�C, ale stwierdzono, ¿e nie-

które serotypy staj¹ siê patogenne dopiero w temperaturze

poni¿ej 14�C. Badania terenowe i eksperymentalne

pozwoli³y ustaliæ, ¿e okres inkubacji choroby jest œciœle uza-

le¿niony od wieku ryby oraz temperatury wody i wynosi od 5

do 14 dni (Roberts 1978, Guz 2010).

8 KOMUNIKATY RYBACKIE 6/2011

KOMUNIKATY RYBACKIE
Nr 6 (125)/2011, 8 – 11



Obserwacje prowadzone w wielu krajach, a szczegól-

nie w Europie wykaza³y, ¿e wystêpuj¹ dwa sezony pojawia-

nia siê choroby:

– w okresie wiosennym, gdy nastêpuje wzrost tempe-

ratury,

– w okresie jesiennym, gdy wystêpuj¹ gwa³towne

spadki temperatur.

W temperaturach pomiêdzy 10�C a 15�C wirus

wywo³uje chorobê o przebiegu ostrym. Poni¿ej 10�C cho-

roba przyjmuje postaæ przewlek³¹, podczas gdy w tempera-

turze powy¿ej 15�C obserwuje siê uspokojenie i zanik obja-

wów chorobowych. Liczne badania wykaza³y, ¿e

gwa³towny zanik objawów chorobowych w temperaturze

powy¿ej 15�C jest wynikiem aktywacji humoralnych mecha-

nizmów obronnych z intensywn¹ produkcj¹ interferonu.

I w³aœnie to zjawisko jest dziœ wykorzystywane do opraco-

wania skutecznych metod immunoprofilaktyki nieswoistej

przy tej jednostce chorobowej.

W Europie obserwuje siê gwa³towny wzrost zapadalno-

œci m³odocianych form pstr¹ga têczowego na tê chorobê

wirusow¹. Szczególnie narybek jest bardzo wra¿liwy na

zaka¿enia. Wra¿liwoœæ gwa³townie spada przy wzroœcie

masy cia³a ryb. Ryby starsze maj¹ wystarczaj¹cy potencja³

odpornoœci przeciwwirusowej i s¹ w stanie obroniæ siê

przed wirusem IHN. Ale w tym miejscu nale¿y wyraŸnie pod-

kreœliæ, ¿e inne gatunki ryb ³ososiowatych s¹ mniej wra¿liwe

na ten wirus, który nie powoduje u nich tak du¿ych strat, jak

w przypadku pstr¹ga têczowego. Aktualnie prowadzone s¹

intensywne badania nad wra¿liwoœci¹ ró¿nych gatunków

ryb ³ososiowatych na wirus IHN. Równoczeœnie wykazano,

¿e bardzo wra¿liwy jest szczupak, a szczególnie m³odo-

ciane formy rozwojowe. W ostatnich latach du¿e straty

w podchowach szczupaka by³y wi¹zane przyczynowo

z wirusem IHN. Obserwacje prowadzone w ostatnich kilku

latach wykaza³y, ¿e na IHN zapadaj¹ doœæ czêsto ryby

bêd¹ce w dobrej kondycji, intensywnie ¿eruj¹ce, charakte-

ryzuj¹ce siê dobrymi przyrostami masy cia³a. W takich przy-

padkach wybuch choroby jest gwa³towny, przebieg ostry,

ze stratami siêgaj¹cymi nawet 80-90% obsady. Wirus IHN

mo¿e wywo³aæ chorobê ju¿ u wylêgu, który posiada jeszcze

woreczek ¿ó³tkowy, a obserwowane w tym okresie œniêcia

siêgaj¹ 80-100% obsady. W ostatnich trzech latach w ró¿-

nych krajach Europy najwiêksze œniêcia notowano u ryb

w wieku do jednego roku, nie przekraczaj¹cych masy jed-

nostkowej 100 g. Natomiast ryby starsze, o wy¿szej masie

cia³a s¹ wysoce oporne na wirus IHN, a œniêcia nie przekra-

czaj¹ 10-20% obsady.

Du¿ym zagro¿eniem dla hodowli jest bezobjawowe

nosicielstwo wirusa u ryb starszych. Stwierdza siê go miê-

dzy innymi u tarlaków w p³ynie jajnikowym i w mleczu. Ist-

nieje równie¿ mo¿liwoœæ transowaryjnego zaka¿enia ryb,

choæ doœæ czêsto obserwuje siê równie¿ wirus na

powierzchni ikry. Jednak¿e liczne badania wykaza³y, ¿e

przenoszenie wirusa IHN znajduj¹cego siê wewn¹trz ikry

jest zjawiskiem doœæ czêstym, a k¹piele ikry, tak skuteczne

w przypadku wirusa VHS, s¹ ma³o przydatne i nie pozwalaj¹

na jego zniszczenie. Nale¿y równie¿ podkreœliæ, ¿e nosicie-

lami wirusa mog¹ byæ paso¿yty zewnêtrzne (pijawki) i sko-

rupiaki. Tê drogê przenoszenia wirusa stwierdzano miêdzy

innymi w zaniedbanych gospodarstwach, które nie prze-

strzega³y podstawowych zasad hodowli. Równie¿ odchody

ryb chorych oraz ryby œniête s¹ g³ównym Ÿród³em zaka¿e-

nia, szczególnie w intensywnych systemach hodowli

pstr¹ga têczowego, gdzie zagêszczenia obsad s¹ bardzo

wysokie.

Wirus IHN wnika do organizmu kilkoma drogami:

– przez skrzela: w badaniach eksperymentalnych

stwierdza siê du¿e iloœci wirusa IHN w pierwszych

godzinach po zaka¿eniu. Nastêpnie wirus wêdruje do

œródb³onka naczyñ krwionoœnych wielu narz¹dów,

– przez przewód pokarmowy: po prze³amaniu bariery

jelitowej dostaje siê do œródb³onka naczyñ krwiono-

œnych wielu narz¹dów,

– przez skórê: ta droga wnikania wirusa jest najmniej

rozwa¿ana. Jednak¿e istnieje wiele dowodów, ¿e

skóra jest jednym z g³ównych miejsc, gdzie nastê-

puje replikacja wirusa, a nastêpnie po prze³amaniu

bariery skórnej dostaje siê drog¹ naczyñ krwiono-

œnych do ró¿nych narz¹dów (Ahne i Kurstak 1989).

Wirus po wnikniêciu do organizmu wêdruje niemal do

wszystkich narz¹dów, a szczególnie do nerki, œledziony,

miêœni, gard³a, prze³yku, ¿o³¹dka, serca oraz opon mózgo-

wych. Jednak¿e wykazano, ¿e wirus IHN najd³u¿ej utrzy-

muje siê w nerce, a szczególnie w tkance krwiotwórczej

nerek. Doprowadza to w krótkim czasie do zniszczenia jed-

nego z najwa¿niejszych narz¹dów odpowiedzialnych za

prawid³owe funkcjonowanie uk³adu odpornoœciowego.

Objawy kliniczne przy IHN s¹ ma³o charakterystyczne

i doœæ czêsto mylone z innymi jednostkiami chorobowymi t³a

wirusowego. Na szczególn¹ uwagê zas³uguj¹ takie objawy,

jak:

– pociemnienie skóry,

– wzdêcie pow³ok cia³a z nagromadzeniem siê du¿ej

iloœci p³ynu wysiêkowego,

– wysadzenie ga³ek ocznych,

– wybroczyny u podstawy p³etw,

– bladoœæ skrzeli oraz b³on œluzowych,

– doœæ czêsto pseudoodchody (d³ugie bia³e pasemka

ci¹gn¹ce siê z otworu odbytowego),

– hiperaktywnoœæ naprzemienna z apati¹, obserwo-

wana szczególnie u starszych ryb.

Zmiany anatomopatologiczne równie¿ nie s¹ charakte-

rystyczne jedynie dla tej jednostki chorobowej. Na szcze-

góln¹ uwagê zas³uguj¹ nastêpuj¹ce zmiany: bladoœæ

narz¹dów wewnêtrznych jako wynik niedokrwienia i zabu-
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rzeñ w prawid³owym funkcjonowaniu narz¹dów hemopo-

etycznych. Doœæ czêsto na otrzewnej trzewnej i czêœciowo

œciennej oraz w tkance t³uszczowej miêdzynarz¹dowej

stwierdza siê wybroczyny. Konsekwencj¹ uszkodzenia

narz¹dów hemopoetycznych s¹ zmiany w komórkach,

takich jak erytrocyty (du¿y odsetek komórek niedojrza³ych)

oraz upoœledzenie funkcjonowania limfocytów T i B, odpo-

wiedzialnych za prawid³owe funkcjonowanie komórkowych

i humoralnych mechanizmów obronnych.

Diagnostyka IHN jest oparta na:

– izolacji i identyfikacji wirusa w hodowlach komórko-

wych,

– zastosowaniu metod immunologicznych: IF, IE,

ELISA, ISPA oraz testu seroneutralizacji,

– zastosowaniu metod molekularnych (Siwicki 2000,

Antychowicz i in. 2001)

Na szczególn¹ uwagê zas³uguje fakt, ¿e pomimo

wysoce rozwiniêtych systemów kontroli oraz metod diagno-

stycznych, nie uda³o siê uchroniæ wielu gospodarstw rybac-

kich w Europie od wysokich strat spowodowanych IHN.

Równie¿ w Polsce stwierdzono w latach 2000-2001 obec-

noœæ wirusa IHN u narybku pstr¹ga têczowego, co zmu-

sza³o hodowców do podjêcia wszelkich dzia³añ maj¹cych

na celu ograniczenie lub wyeliminowanie tej jednostki cho-

robowej z hodowli ryb ³ososiowatych. Jest to dziœ nad-

rzêdny cel dla nas wszystkich – hodowców, pañstwowej

s³u¿by weterynaryjnej i naukowców.

Zapobieganie i zwalczanie tej jednostki chorobowej

jest bardzo trudne. W tym miejscu nale¿y wyraŸnie podkre-

œliæ, ¿e przechorowanie pozostawia po sobie trwa³e nosi-

cielstwo. Szczególnie istotne jest wprowadzanie nowych

metod profilaktyki, przestrzeganie podstawowych zasad

higieny w hodowli oraz przepisów dotycz¹cych postêpowa-

nia przeciwepizootycznego. Liczne obserwacje oraz bada-

nia doœwiadczalne pozwoli³y wypracowaæ w USA i Europie

kilka modeli postêpowania profilaktycznego, ograni-

czaj¹cego do minimum mo¿liwoœæ wyst¹pienia choroby

(Guz 2010). Na szczególn¹ uwagê zas³uguje:

– sta³a dezynfekcja sprzêtu rybackiego oraz œrodków

transportu,

– dezynfekcja zap³odnionej ikry – szczególnie zaleca-

ne s¹ k¹piele w preparatach jodoforowych (powy¿ej

100 ppm aktywnego jodu) przez minimum 10 min,

– inkubacja ikry w obiektach odizolowanych od

hodowli tuczowej oraz zbiorników wodnych, w któ-

rych mog¹ wystêpowaæ nosiciele,

– podchów wylêgu w temperaturze powy¿ej 15�C,

– szczególna kontrola stanu kondycyjnego tarlaków,

– stosowanie przeciwwirusowej immunoprofilaktyki

nieswoistej u tarlaków w okresie potar³owym oraz

2-3 miesi¹ce przed tar³em (Bioimmuno IRS).

Wp³yw wirusa IHN na nieswoiste
komórkowe mechanizmy obronne
u narybku pstr¹ga têczowego

W dostêpnej literaturze niewiele jest doniesieñ okre-

œlaj¹cych wp³yw wirusa IHN na nieswoiste komórkowe

i humoralne mechanizmy obronne oraz odpornoœæ przeciw-

zakaŸn¹ (Siwicki i in. 2000a,b, Siwicki i in. 2008). Poznanie

mechanizmów immunotropowego oddzia³ywania tego

wirusa w znacz¹cy sposób pozwoli na podjêcie ukierunko-

wanych badañ nad opracowaniem skutecznych metod pro-

filaktycznych. Celem prezentowanych badañ by³o okreœle-

nie wp³ywu in vitro wirusa IHN na aktywnoœæ fagocytów

i limfocytów u narybku pstr¹ga têczowego.

Materia³ i metody

Badania przeprowadzono w warunkach in vitro na

narybku pstr¹ga têczowego o masie cia³a 80-100 g, który

na podstawie badañ klinicznych nie wykazywa³ zmian

wskazuj¹cych na tocz¹cy siê proces chorobowy. Równie¿

przy zastosowaniu metody PCR nie stwierdzono u bada-

nych ryb obecnoœci wirusa IHN. Do badañ immunologicz-

nych pobrano ja³owo narz¹dy: nerkê g³owow¹ oraz œle-

dzionê, z których izolowano makrofagi i limfocyty po wiro-

waniu komórek w gradiencie Gradisolu (Polfa, Polska).

Wirus IHN u¿yty do badañ in vitro pochodzi³ z Laboratorium

LDA 39 (Francja), który namna¿ano na komórkach RTG-2

(Francja) w temperaturze 14�C, a po zmianowaniu do badañ

u¿yto 1x107 PFU IHNV/ 1 ml pod³o¿a RPMI-1640 (Sigma).

Grupê kontroln¹ stanowi³y komórki izolowane oraz hodo-

wane in vitro bez dodatku wirusa IHN.

Badania immunologiczne obejmowa³y okreœlenie

wp³ywu wirusa IHN na aktywnoœæ metaboliczn¹ (RBA) oraz

bójcz¹ (PKA) makrofagów izolowanych ze œledziony i nerki

g³owowej przy u¿yciu metody opisanej przez Siwickiego i in.

(2008). Natomiast wp³yw wirusa IHN na aktywnoœæ limfocy-

tów izolowanych z nerki g³owowej okreœlano na podstawie

poziomu odpowiedzi proliferacyjnej na mitogeny ConA

(Sigma) i LPS (Sigma) metod¹ spektrofotometryczn¹

(Siwicki i in. 2008).

Uzyskane wyniki badañ poddano analizie statystycznej

okreœlaj¹c wartoœci œrednie oraz odchylenie standardowe

(SD). Wykorzystano program Statistica for Windows 7.1

(Stat-Soft, Inc 2004). Zastosowano jednoczynnikow¹ ana-

lizê wariancji (ANOVA). Istotnoœæ ró¿nic okreœlano na

poziomie P< 0,05.

Wyniki i dyskusja

Wp³yw wirusa IHN na aktywnoœæ metaboliczn¹ i bójcz¹

makrofagów izolowanych ze œledziony i nerki g³owowej

oraz poziom odpowiedzi proliferacyjnej limfocytów nerki

g³owowej na mitogeny ConA i LPS przedstawiono w tabeli

1. Analiza uzyskanych wyników badañ in vitro jednoznacz-

nie wykaza³a, ¿e wirus IHN statystycznie istotnie obni¿a
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aktywnoœæ metaboliczn¹ i bójcz¹ makrofagów izolowanych

ze œledziony i nerki g³owowej. Równoczeœnie obserwowano

statystycznie istotne obni¿enie aktywnoœci limfocytów sty-

mulowanych mitogenami izolowanych z nerki g³owowej.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wykaza³y, ¿e wirus IHN ma

silne dzia³anie supresyjne na komórki immunokompetentne

odpowiedzialne za prawid³owe funkcjonowanie uk³adu

odpornoœciowego ryb.

TABELA 1

Wp³yw wirusa IHN na aktywnoœæ metaboliczn¹ (RBA) i bójcz¹
(PKA) makrofagów izolowanych ze œledziony i nerki g³owowej

oraz na poziom odpowiedzi proliferacyjnej limfocytów (LP) nerki
g³owowej na mitogeny ConA i LPS u narybku pstr¹ga têczowego
– badania in vitro (œrednie wartoœci SD; n =10; * istotnoœæ ró¿nic

P<0,05)

Parametry immunologiczne Kontrola
Komórki + wirus

IHN

Aktywnoœæ metaboliczna (RBA) makrofagów
izolowanych z nerki (OD 620 nm)

0,48 � 0,04 0,28 � 0,03*

Aktywnoœæ metaboliczna (RBA) makrofagów
izolowanych ze œledziony (OD 620 nm)

0,41 � 0,05 0,24 � 0,04*

Aktywnoœæ bójcza (PKA) makrofagów izolowa-
nych z nerki (OD 620 nm)

0,36 � 0,04 0,21 � 0,02*

Aktywnoœæ bójcza (PKA) makrofagów izolowa-
nych ze œledziony (OD 620 nm)

0,35 � 0,04 0,23 � 0,03*

OdpowiedŸ proliferacyjna limfocytów nerki na
mitogen ConA (OD 620 nm)

0,46 � 0,05 0,18 � 0,02*

OdpowiedŸ proliferacyjna limfocytów nerki na
mitogen LPS (OD 620 nm)

0,38 � 0,04 0,19 � 0,03*

Makrofagi i limfocyty zaliczane s¹ do najistotniejszych

komórek odpowiedzialnych za komórkowe mechanizmy

obronne i odpornoœæ przeciwzakaŸn¹. Dzia³anie obni¿aj¹ce

aktywnoœæ tych komórek doprowadziæ mo¿e do za³amania

siê odpornoœci i rozwoju chorób bakteryjnych czy grzybi-

czych, najczêœciej wik³aj¹cych choroby wirusowe u ryb.

W zwi¹zku z powy¿szym, jednym z podstawowych dzia³añ

profilaktycznych powinno byæ stosowanie immunostymula-

torów naturalnych czy syntetycznych w podchowach

pstr¹ga têczowego, które powoduj¹ aktywacjê nieswo-

istych komórkowych i humoralnych mechanizmów obron-

nych. Tego typu dzia³ania okreœlane jako immunoprofilak-

tyka nieswoista, maj¹ na celu stymulowanie odpornoœci

przeciwwirusowej nie tylko u narybku, ale szczególnie u tar-

laków, co gwarantuje, ¿e uzyskane od nich potomstwo

bêdzie w stanie zwalczyæ wirus IHN dziêki indukcji interfe-

ronu, g³ównego czynnika obrony przed tym wirusem

(Siwicki i in. 2000b, Siwicki i in. 2008). Wstêpne badania

doœwiadczalne wykaza³y, ¿e preparat Bioimmuno (IRS

Olsztyn) produkowany dla potrzeb praktyki rybackiej jest

wysoce przydatny w stymulowaniu odpornoœci przeciwwi-

rusowej, szczególnie przeciwko IHN u pstr¹ga têczowego

(Siwicki i in. 2008).
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INFECTIOUS HEMATOPOIETIC NECROSIS (IHN) IN SALMONID FISHES: CURRENT STATE OF KNOWLEDGE AND IMPACT

OF IHN ON THE IMMUNE SYSTEM

Andrzej K. Siwicki, El¿bieta Terech-Majewska

ABSTRACT. The IHN virus induces high mortality among fishes, especial rainbow trout fingerlings. This study focuses on the in vitro
influence of IHN virus on spleen phagocyte activity and the proliferative response of pronephros lymphocytes stimulated by mitogens
ConA and LPS. The results indicate that the IHN virus decreased the metabolic activity (RBA) and potential killing activity (PKA) of
spleen phagocytes statistically significantly (P<0.05). A similar pattern was observed in lymphocyte activity, with the IHN virus
statistically significantly (P<0.05) decreasing the proliferative response of pronephros lymphocytes stimulated by mitogens ConA and
LPS. The results of this study showed that IHN virus suppressed cell-mediated immunity in rainbow trout.

Keywords: IHN, rainbow trout, etiology, pathogenesis, phagocyte and lymphocyte activity


