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Zakazna martwica uktadu krwiotwérczego ryb
tososiowatych (IHN): aktualny stan wiedzy oraz wptyw
wirusa IHN na uktad odpornosciowy

W ostatnich latach obserwuje sie w Europie znaczny
wzrost zachorowalno$ci wylegu podchowanego i narybku
pstraga teczowego na zakazng martwice uktadu krwio-
tworczego (Infectious haematopoietic necrosis — IHN). Pod-
jete badania wykazaty, ze wirus IHN izolowany w Europie
posiada podobng strukture do wirusa IHN izolowanego
w USA (Essbauer i in. 2001). W Polsce stwierdzono wyste-
powanie wirusa IHN (Terech-Majewska i in. 2000, Antycho-
wicz i in. 2001) jedynie w latach 2000-2001. W nastepnych
latach nie notowano tej choroby w naszym kraju. Jednakze
w ostatnich dwéch latach stwierdzono obecno$¢ wirusa
IHN u narybku pstraga teczowego, u ktérego nie obserwo-
wano objawéw klinicznych i zmian anatomopatologicznych
wskazujgcych na wystepowanie choroby. Przypuszcza sieg,
ze znaczacy import ikry mogt by¢ bezposrednig przyczyng
pojawienia sie wirusa IHN w Polsce.

Wirus IHN posiada charakterystyczng budowe przypo-
minajgcg pocisk z jednej strony zaokraglony. Jest stosun-
kowo duzym wirusem, a dtugo$¢ wirionu miesci sie w grani-
cach 150-190 nm, przy $redniej szeroko$ci wynoszacej 70
nm. Posiada bardzo grubg otoczke lipoproteinowa, ktora
w odroznieniu od wirusa VHS ma igietkowate wypustki
przypominajgce szczotke. Wirion zbudowany jest z poje-
dynczego fancucha RNA. Badania wtasciwosci antygeno-
wych wirusa IHN wykazaty, ze nie jest on jednorodny. Dzigki
zastosowaniu przeciwciat monoklonalnych okreslono az
pie¢ typow wirusa. Intensywne badania nad molekularng
budowg wirusa IHN, ze szczegélnym uwzglednieniem
budowy genomu wykazaty, ze zawiera on swoisty gen NV,
ktory odréznia go od innych wiruséw nalezgcych do rodziny
Rhabdoviridae. W zwigzku z powyzszym zaliczono osta-
tecznie wirus IHN do rodzaju Novirhabdovirus (Ammayap-
paniin. 2010, Guz 2010).

Cechg charakterystyczng wirusa IHN jest bardzo duza
opornos$¢ na niskie temperatury. W temperaturze od —20°C
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do —90°C nie zmienia swoich wtasciwosci oraz zachowuje
zakazno$¢ przez wiele lat. Badania wtasne wykazaty, ze
nawet przetrzymywanie wirusa w ciektym azocie przez
ponad rok nie zmienito jego wtasciwosci. Jest natomiast
bardzo wrazliwy na niskie pH. Juz w pH 3 nastepuje natych-
miastowa (po 1-2 sek.) inaktywacja wirusa, natomiast w pH
4 do pH 10 utrzymuje zdolno$¢ do zakazenia. Rownocze-
$nie jest wrazliwy na wysuszenie, gdzie nastepuje bardzo
szybka jego inaktywacja. W temperaturze do 60°C inakty-
wacja nastepuje juz po 30 min, natomiast w nizszych tem-
peraturach potrafi zachowa¢ swojg zakaznos$¢ przez wiele
tygodni: w temperaturze 20-21°C przez 6 tyg., w 15°C przez
4 mies., w 10°C juz 9 mies. oraz w temperaturze 4°C ponad
9 mies. Badania prowadzone w warunkach in vitro na
hodowlach komérkowych wykazaty, ze wzrost i zmiany
cytopatyczne stwierdza sie w bardzo szerokim zakresie
temperatur od 4°C az do 18°C. Badania prowadzone przez
r6zne zespoty badawcze oraz badania wtasne wykazaty, ze
optymalne temperatury dla wzrostu wirusa IHN mieszczg
sie w przedziale 10-15°C. Ten szeroki zakres optymalnych
temperatur $wiadczy o duzej zdolnoéci adaptacyjnej tego
wirusa (Ahne i Kurstak 1989).

Badania dotyczace patogennosci wirusa IHN
wykazaty, ze poszczeg6lne szczepy, a nawet izolaty
pochodzgce z réznych regiondéw wykazujg znaczne réznice
w zjadliwosci, zarbwno w zakazeniach naturalnych, jak
i eksperymentalnych. Wirus IHN wykazuje swojg patogen-
nos$¢ w temperaturze ponizej 18°C, ale stwierdzono, ze nie-
ktore serotypy stajg sie patogenne dopiero w temperaturze
ponizej 14°C. Badania terenowe i eksperymentalne
pozwolity ustali¢, ze okres inkubacji choroby jest Scisle uza-
lezniony od wieku ryby oraz temperatury wody i wynosi od 5
do 14 dni (Roberts 1978, Guz 2010).
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Obserwacje prowadzone w wielu krajach, a szczegol-
nie w Europie wykazaty, ze wystepujg dwa sezony pojawia-
nia sie choroby:

— w okresie wiosennym, gdy nastepuje wzrost tempe-

ratury,

— w okresie jesiennym, gdy wystepujg gwattowne

spadki temperatur.

W temperaturach pomiedzy 10°C a 15°C wirus
wywotuje chorobe o przebiegu ostrym. Ponizej 10°C cho-
roba przyjmuje postac¢ przewlektg, podczas gdy w tempera-
turze powyzej 15°C obserwuje sie uspokojenie i zanik obja-
wéw chorobowych. Liczne badania wykazaty, ze
gwattowny zanik objawoéw chorobowych w temperaturze
powyzej 15°C jest wynikiem aktywacji humoralnych mecha-
nizmdéw obronnych z intensywng produkcjg interferonu.
| wiasnie to zjawisko jest dzi$ wykorzystywane do opraco-
wania skutecznych metod immunoprofilaktyki nieswoistej
przy tej jednostce chorobowe;.

W Europie obserwuje sie gwattowny wzrost zapadalno-
$ci mtodocianych form pstraga teczowego na te chorobe
wirusowg. Szczegolnie narybek jest bardzo wrazliwy na
zakazenia. Wrazliwo$¢ gwattownie spada przy wzroscie
masy ciata ryb. Ryby starsze majg wystarczajgcy potencjat
odpornosci przeciwwirusowej i sg w stanie obroni¢ sie
przed wirusem IHN. Ale w tym miejscu nalezy wyraznie pod-
kresli¢, ze inne gatunki ryb tososiowatych sg mniej wrazliwe
na ten wirus, ktéry nie powoduje u nich tak duzych strat, jak
w przypadku pstrgga teczowego. Aktualnie prowadzone sg
intensywne badania nad wrazliwoscig roznych gatunkéw
ryb tososiowatych na wirus IHN. Réwnoczesnie wykazano,
ze bardzo wrazliwy jest szczupak, a szczeg6lnie mtodo-
ciane formy rozwojowe. W ostatnich latach duze straty
w podchowach szczupaka byty wigzane przyczynowo
z wirusem IHN. Obserwacje prowadzone w ostatnich kilku
latach wykazaty, ze na IHN zapadajg do$¢ czesto ryby
bedace w dobrej kondycji, intensywnie zerujgce, charakte-
ryzujgce sie dobrymi przyrostami masy ciata. W takich przy-
padkach wybuch choroby jest gwattowny, przebieg ostry,
ze stratami siegajacymi nawet 80-90% obsady. Wirus IHN
moze wywotac chorobe juz u wylegu, ktéry posiada jeszcze
woreczek zo6ttkowy, a obserwowane w tym okresie $niecia
siegajg 80-100% obsady. W ostatnich trzech latach w r6z-
nych krajach Europy najwieksze $niecia notowano u ryb
w wieku do jednego roku, nie przekraczajgcych masy jed-
nostkowej 100 g. Natomiast ryby starsze, o wyzszej masie
ciata sg wysoce oporne na wirus IHN, a $nigcia nie przekra-
czajg 10-20% obsady.

Duzym zagrozeniem dla hodowli jest bezobjawowe
nosicielstwo wirusa u ryb starszych. Stwierdza sie go mie-
dzy innymi u tarlakéw w ptynie jajnikowym i w mleczu. Ist-
nieje rowniez mozliwo$¢ transowaryjnego zakazenia ryb,
cho¢ dos¢ czesto obserwuje sie rowniez wirus na
powierzchni ikry. Jednakze liczne badania wykazaty, ze
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przenoszenie wirusa IHN znajdujgcego si¢ wewnatrz ikry
jest zjawiskiem dos¢ czestym, a kgpiele ikry, tak skuteczne
w przypadku wirusa VHS, sg mato przydatne i nie pozwalajg
na jego zniszczenie. Nalezy réwniez podkresli¢, ze nosicie-
lami wirusa moga by¢ pasozyty zewnetrzne (pijawki) i sko-
rupiaki. Te droge przenoszenia wirusa stwierdzano miedzy
innymi w zaniedbanych gospodarstwach, ktére nie prze-
strzegaty podstawowych zasad hodowli. Réwniez odchody
ryb chorych oraz ryby $nigte sg gtéwnym zroédtem zakaze-
nia, szczego6lnie w intensywnych systemach hodowli
pstragga teczowego, gdzie zageszczenia obsad sg bardzo
wysokie.

Wirus IHN wnika do organizmu kilkoma drogami:

— przez skrzela: w badaniach eksperymentalnych
stwierdza sie duze ilosci wirusa IHN w pierwszych
godzinach po zakazeniu. Nastepnie wirus wedruje do
Srédbtonka naczyn krwiono$nych wielu narzgdéw,

— przez przewdd pokarmowy: po przetamaniu bariery
jelitowej dostaje sie do srédbtonka naczyn krwiono-
$nych wielu narzadow,

— przez skoére: ta droga wnikania wirusa jest najmniej
rozwazana. Jednakze istnieje wiele dowodow, ze
skoéra jest jednym z gtéwnych miejsc, gdzie naste-
puje replikacja wirusa, a nastepnie po przetamaniu
bariery skérnej dostaje sie drogg naczyn krwiono-
$nych do r6znych narzadow (Ahne i Kurstak 1989).

Wirus po wniknieciu do organizmu wedruje niemal do

wszystkich narzaddéw, a szczegdlnie do nerki, $ledziony,
miesni, gardta, przetyku, zotgdka, serca oraz opon mbdzgo-
wych. Jednakze wykazano, ze wirus IHN najdtuzej utrzy-
muje sie w nerce, a szczego6lnie w tkance krwiotwérczej
nerek. Doprowadza to w krotkim czasie do zniszczenia jed-
nego z najwazniejszych narzaddéw odpowiedzialnych za
prawidtowe funkcjonowanie uktadu odpornosciowego.

Objawy kliniczne przy IHN sg mafto charakterystyczne

i dos¢ czesto mylone z innymi jednostkiami chorobowymi tta
wirusowego. Na szczegdlng uwage zastugujg takie objawy,
jak:

pociemnienie skory,

— wzdecie powtok ciata z nagromadzeniem sie duzej

ilosci ptynu wysiekowego,

— wysadzenie gatek ocznych,

— wybroczyny u podstawy ptetw,

— blado$¢ skrzeli oraz bton Sluzowych,

— dos¢ czesto pseudoodchody (dtugie biate pasemka

ciggnace sie z otworu odbytowego),

— hiperaktywno$¢ naprzemienna z apatig, obserwo-

wana szczegolnie u starszych ryb.

Zmiany anatomopatologiczne réwniez nie sa charakte-
rystyczne jedynie dla tej jednostki chorobowej. Na szcze-
g6lng uwage zastugujg nastepujgce zmiany: blados¢
narzgdow wewnetrznych jako wynik niedokrwienia i zabu-
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rzen w prawidtowym funkcjonowaniu narzagdéw hemopo-
etycznych. Do$¢ czegsto na otrzewnej trzewnej i czesciowo
Sciennej oraz w tkance ttuszczowej miedzynarzgdowej
stwierdza sie wybroczyny. Konsekwencjg uszkodzenia
narzagdéw hemopoetycznych sg zmiany w komoérkach,
takich jak erytrocyty (duzy odsetek komoérek niedojrzatych)
oraz uposledzenie funkcjonowania limfocytow T i B, odpo-
wiedzialnych za prawidtowe funkcjonowanie komérkowych
i humoralnych mechanizmoéw obronnych.

Diagnostyka IHN jest oparta na:

— izolacji i identyfikacji wirusa w hodowlach komérko-
wych,

— zastosowaniu metod immunologicznych: IF, IE,
ELISA, ISPA oraz testu seroneutralizacji,

— zastosowaniu metod molekularnych (Siwicki 2000,
Antychowicz i in. 2001)

Na szczeg6lng uwage zastuguje fakt, ze pomimo
wysoce rozwinigtych systemoéw kontroli oraz metod diagno-
stycznych, nie udato sie uchroni¢ wielu gospodarstw rybac-
kich w Europie od wysokich strat spowodowanych IHN.
Réwniez w Polsce stwierdzono w latach 2000-2001 obec-
nos$¢ wirusa IHN u narybku pstrgga teczowego, co zmu-
szato hodowcow do podijecia wszelkich dziatan majgcych
na celu ograniczenie lub wyeliminowanie tej jednostki cho-
robowej z hodowli ryb tososiowatych. Jest to dzi§ nad-
rzedny cel dla nas wszystkich — hodowcow, panstwowej
stuzby weterynaryjnej i naukowcow.

Zapobieganie i zwalczanie tej jednostki chorobowej
jest bardzo trudne. W tym miejscu nalezy wyraznie podkre-
sli¢, ze przechorowanie pozostawia po sobie trwate nosi-
cielstwo. Szczegolnie istotne jest wprowadzanie nowych
metod profilaktyki, przestrzeganie podstawowych zasad
higieny w hodowli oraz przepis6w dotyczgcych postepowa-
nia przeciwepizootycznego. Liczne obserwacje oraz bada-
nia doswiadczalne pozwolity wypracowa¢ w USA i Europie
kilka modeli postepowania profilaktycznego, ograni-
czajgcego do minimum mozliwo$¢ wystgpienia choroby
(Guz 2010). Na szczegdblng uwage zastuguje:

— stata dezynfekcja sprzetu rybackiego oraz srodkow

transportu,

— dezynfekcja zaptodnionej ikry — szczegblnie zaleca-
ne sg kapiele w preparatach jodoforowych (powyzej
100 ppm aktywnego jodu) przez minimum 10 min,

— inkubacja ikry w obiektach odizolowanych od
hodowli tuczowej oraz zbiornikéw wodnych, w kté-
rych mogg wystepowac nosiciele,

— podchoéw wylegu w temperaturze powyzej 15°C,

— szczegolna kontrola stanu kondycyjnego tarlakéw,

— stosowanie przeciwwirusowej immunoprofilaktyki
nieswoistej u tarlakéw w okresie potartowym oraz
2-3 miesigce przed tartem (Bioimmuno IRS).
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Wptyw wirusa IHN na nieswoiste
komoérkowe mechanizmy obronne
u narybku pstraga teczowego

W dostepne;j literaturze niewiele jest doniesien okre-
Slajgcych wptyw wirusa IHN na nieswoiste komorkowe
i humoralne mechanizmy obronne oraz odporno$¢ przeciw-
zakazng (Siwicki i in. 2000a,b, Siwicki i in. 2008). Poznanie
mechanizméw immunotropowego oddziatywania tego
wirusa w znaczacy sposéb pozwoli na podjecie ukierunko-
wanych badan nad opracowaniem skutecznych metod pro-
filaktycznych. Celem prezentowanych badan byto okresle-
nie wptywu in vitro wirusa IHN na aktywnos¢ fagocytow
i limfocytéw u narybku pstraga teczowego.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono w warunkach in vitro na
narybku pstraga teczowego o masie ciata 80-100 g, ktory
na podstawie badan klinicznych nie wykazywat zmian
wskazujgcych na toczacy sie proces chorobowy. Réwniez
przy zastosowaniu metody PCR nie stwierdzono u bada-
nych ryb obecnosci wirusa IHN. Do badan immunologicz-
nych pobrano jatowo narzady: nerke gtowowg oraz $le-
dzione, z ktérych izolowano makrofagi i limfocyty po wiro-
waniu komérek w gradiencie Gradisolu (Polfa, Polska).
Wirus IHN uzyty do badan in vitro pochodzit z Laboratorium
LDA 39 (Francja), ktéry namnazano na komorkach RTG-2
(Francja) w temperaturze 14°C, a po zmianowaniu do badan
uzyto 1x107 PFU IHNV/ 1 ml podtoza RPMI-1640 (Sigma).
Grupe kontrolng stanowity komérki izolowane oraz hodo-
wane in vitro bez dodatku wirusa IHN.

Badania immunologiczne obejmowaty okreslenie
wptywu wirusa IHN na aktywno$¢ metaboliczng (RBA) oraz
bojcza (PKA) makrofagdw izolowanych ze sledziony i nerki
gtowowej przy uzyciu metody opisanej przez Siwickiegoiiin.
(2008). Natomiast wptyw wirusa IHN na aktywnos$¢ limfocy-
téw izolowanych z nerki gtowowej okreslano na podstawie
poziomu odpowiedzi proliferacyjnej na mitogeny ConA
(Sigma) i LPS (Sigma) metodg spektrofotometryczng
(Siwicki i in. 2008).

Uzyskane wyniki badan poddano analizie statystyczne;j
okreslajgc wartosci $rednie oraz odchylenie standardowe
(SD). Wykorzystano program Statistica for Windows 7.1
(Stat-Soft, Inc 2004). Zastosowano jednoczynnikowg ana-
lize wariancji (ANOVA). Istotnos¢ roznic okreslano na
poziomie P< 0,05.

Wyniki i dyskusja

Wptyw wirusa IHN na aktywno$¢ metaboliczng i bojczg
makrofagoéw izolowanych ze $ledziony i nerki gtowowej
oraz poziom odpowiedzi proliferacyjnej limfocytow nerki
gtowowej na mitogeny ConA i LPS przedstawiono w tabeli
1. Analiza uzyskanych wynikéw badan in vitro jednoznacz-
nie wykazata, ze wirus IHN statystycznie istotnie obniza
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aktywnos$¢ metaboliczng i bojczg makrofagéw izolowanych
ze $ledziony i nerki gtowowej. Rébwnoczesnie obserwowano
statystycznie istotne obnizenie aktywnosci limfocytow sty-
mulowanych mitogenami izolowanych z nerki gtowowe;.
Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazaty, ze wirus IHN ma
silne dziatanie supresyjne na komorki immunokompetentne
odpowiedzialne za prawidtowe funkcjonowanie uktadu
odpornosciowego ryb.

TABELA 1
Woptyw wirusa IHN na aktywnos$¢ metaboliczng (RBA) i bojczg
(PKA) makrofagéw izolowanych ze $ledziony i nerki glowowe;j
oraz na poziom odpowiedzi proliferacyjnej limfocytéw (LP) nerki
gtowowej na mitogeny ConA i LPS u narybku pstrgga teczowego
— badania in vitro (§rednie warto$ci SD; n =10; * istotno$¢ rdznic
P<0,05)

Komoarki + wirus

Kontrola HN

Parametry immunologiczne

Aktywnos¢ metaboliczna (RBA) makrofagow

izolowanych z nerki (OD 620 nm) 0,48 = 0,04 0,28 = 0,03

Aktywno$¢ metaboliczna (RBA) makrofagow

izolowanych ze $ledziony (OD 620 nm) 0,41+ 005 ) 024 0,04

Aktywno$¢ bojcza (PKA) makrofagow izolowa-
nych z nerki (OD 620 nm)

Aktywno$¢ bojcza (PKA) makrofagéw izolowa-
nych ze $ledziony (OD 620 nm)

0,36 = 0,04 0,21 = 0,02*

0,35 = 0,04 0,23 = 0,03*

Odpowiedz proliferacyjna limfocytéw nerki na
mitogen ConA (OD 620 nm)

Odpowiedz proliferacyjna limfocytéw nerki na
mitogen LPS (OD 620 nm)

0,46 = 0,05 0,18 = 0,02*

0,38 + 0,04 0,19 + 0,03*

Makrofagi i limfocyty zaliczane sg do najistotniejszych
komérek odpowiedzialnych za komérkowe mechanizmy
obronneiodpornos¢ przeciwzakazng. Dziatanie obnizajace
aktywnos¢ tych komérek doprowadzi¢ moze do zatamania
sie odpornosci i rozwoju chordb bakteryjnych czy grzybi-
czych, najczesciej wiktajgcych choroby wirusowe u ryb.
W zwigzku z powyzszym, jednym z podstawowych dziatan
profilaktycznych powinno by¢ stosowanie immunostymula-
torbw naturalnych czy syntetycznych w podchowach
pstrgga teczowego, ktére powodujg aktywacje nieswo-
istych komérkowych i humoralnych mechanizméw obron-
nych. Tego typu dziatania okreslane jako immunoprofilak-
tyka nieswoista, majg na celu stymulowanie odpornosci

przeciwwirusowej nie tylko u narybku, ale szczegélnie u tar-
lakéw, co gwarantuje, ze uzyskane od nich potomstwo
bedzie w stanie zwalczy¢ wirus IHN dzieki indukgiji interfe-
ronu, gtéwnego czynnika obrony przed tym wirusem
(Siwicki i in. 2000b, Siwicki i in. 2008). Wstepne badania
doswiadczalne wykazaty, ze preparat Bioimmuno (IRS
Olsztyn) produkowany dla potrzeb praktyki rybackiej jest
wysoce przydatny w stymulowaniu odpornosci przeciwwi-
rusowej, szczegolnie przeciwko IHN u pstrgga teczowego
(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, Elzbieta 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
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