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Summary

The IPN virus belongs to the Birnaviridae family, Aquabirnavirus genus. It is an enveloped, two-segment,
double-stranded RNA virus. Segment A comprises two open reading frames. ORF 1 encodes VPS5 protein,
whereas ORF 2 encodes VP2, NS and VP3 proteins. Segment B comprises one open reading frame, which
encodes VP1 protein. The VP2 gene is responsible for the virulence of the virus. The Aquabirnavirus genus is
divided into two serogroups: A and B. There are 9 serotypes in serogroup A, including serotypes occurring in
Europe. Serogroup B consists of one serotype. The virus grows in several cell lines and often occurs in dual
infections, inhibiting the replication of other viruses. Diagnosis is based on the isolation of the virus in cell
lines, serological methods and, above all, techniques of molecular biology.
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Zakazna martwica trzustki (IPN) jest chorobg
wystepujaca gtownie u miodych ryb lososiowatych.
Moze powodowac duze straty ekonomiczne w gospo-
darstwach hodujacych ryby wrazliwe na t¢ chorobg.
Najbardziej wrazliwy na zakazenie wirusem IPN jest
pstrag zrodlany (Salvelinus fontinalis), a zwlaszcza
narybek, podatne s3 réwniez inne ryby lososiowate
np.: tro¢ (Salmo trutta), tosos$ (Salmo salar) czy pstrag
teczowy (Salmo gairrdneri) (22).

Wirus wywotujacy zakazng martwice trzustki po
raz pierwszy zostat wyizolowany w 1957 r. w Stanach
Zjednoczonych, nastepnie jego obecnos¢ zanotowano
w Kanadzie, skad rozprzestrzenit si¢ na kraje Europy.
Tu po raz pierwszy wirus IPN zostat wyizolowany
w 1964 r. we Francji od narybku pstraga teczowego
(Oncorhynchus mykiss). Jego obecno$¢ stwierdzano
rowniez w Azji (12, 26). Chore ryby, ktére nie maja
zmian chorobowych, moga by¢ nosicielami wirusa
1 zakazaja zdrowe ryby, bytujace w tym samym zbior-
niku wodnym. Zakazenie odbywa si¢ przez kontakt
z odchodami chorych ryb, z ikrg czy mleczem (22).
Czynnik chorobotworczy wnika do tkanki skrzelowe;j
albo do uktadu pokarmowego i docelowo atakuje
trzustke, powodujac martwice jej komorek 1 zaburzenia
funkcji wydzielniczych zard6wno enzymatycznych, jak
1hormonalnych. Ryby, ktore przezyty infekcje wirusem
IPN, stajg si¢ jego nosicielami, a nastgpnie moga by¢
zakazone przez inne wirusy (13, 19).

Wirus IPN powoduje nie tylko infekcje 1 namna-
zanie si¢ w szerokim zakresie gatunkoéw ryb, ale tez
jest w stanie wywota¢ efekt cytopatyczny w kilku
liniach komoérkowych, takich jak: RTG-2 (komorki
gonad pstraga teczowego), CHSE-214 (komorki
fibroblastyczne tososia czawycza), BF-2 (komorki
fibroblastyczne narybku basa wielkogebowego), EPC
(komorki epitelialne karpia), FHM (komorki epitelial-
ne ciernika promienistego). Niekiedy w zakazonych
hodowlach komdérkowych nie obserwuje si¢ zmian
cytopatycznych, a komorki zakazone sa identyczne
jak zdrowe, wowczas wirus przenosi si¢ przez wiele
pasazy, utrzymujac stale, niewielkie miano (2, 10).

Rola wirusa IPN podczas superinfekciji

Wirus IPN czesto bierze udziat w tzw. superinfekc;ji.
Pierwotna infekcja wirusem IPN chroni ryby przed
Innymi wirusami m.in. wirusem wirusowej posocznicy
krwotocznej ryb tososiowatych — VHS czy wirusem
zakaznej martwicy ukladu krwiotworczego ryb to-
sosiowatych — IHN (6, 16, 15, 21), ale tez wirusem
zakaznej anemii tososi — ISA (14).

Garcia 1 wsp. (9) przeprowadzali do§wiadczenia
dotyczace zainfekowanych komoérek wirusem IPN
1 ponownego zakazania tych komorek innym patoge-
nem. Hodowle komodrkowag EPC zakazono szczepem
Ab wirusa IPN, a nastgpnie innymi szczepami wiru-
sow. Infekcja zdrowych komoérek EPC wirusami VHS,
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IHN czy SVC (wirus wiosennej wiremii karpi) dawata
wyrazny efekt cytopatyczny, natomiast na komorkach
uprzednio zakazonych IPN nie obserwowano zadnych
zmian w przypadku wirusa VHS czy IHN. Z kolei
wirus SVC dawat efekt cytopatyczny, ale w mniej-
szym stopniu niz na komoérkach zdrowych. Podwojna
infekcja wirusami IPN oraz IHN w tym samym czasie
powoduje zahamowanie syntezy RNA wirusa IHN
(23). Rodriguez i wsp. przeprowadzali dos§wiadczenia
dotyczace podwdjnej infekeji nie tylko na liniach ko-
morkowych, ale tez na populacji pstraga teczowego.
W obu przypadkach potwierdzito si¢, ze wirus IPN
hamuje namnazanie si¢ wirusa IHN. W zwigzku z tym
ryby, ktore pierwotnie przeszly infekcje wirusem IPN,
anastepnie zostaly zakazone wirusem IHN, nie wyka-
zywaly w takim stopniu $miertelnosci jak ryby, ktore
byty zakazone tylko wirusem IHN. Dowiedziono, ze
wazng role w utrzymaniu obecno$ci wirusa odgrywa
interferon (25), jednak istnieje tez inna teza, ktora
mowi o tym, iz zahamowanie namnazania si¢ wirusa
IHN jest spowodowane tym, ze IPN replikuje szybciej
1 namnaza si¢, 0siggajac wyzsze miano anizeli IHN
(23).

Budowa wirusa IPN

Czynnikiem etiologicznym jest wirus nalezacy do
rodziny Birnaviridae, rodzaju Aquabirnavirus. Jego
wirion ma $rednice¢ okoto 60 nm, jest to wirus bez-
otoczkowy, o budowie ikosaedralnej. Genom wirusa
sktada si¢ z dwuniciowego, dwusegmentalnego kwasu
nukleinowego RNA: segmentu A oraz segmentu B.

Segment A, o wielkosci ok. 3,1 kb, zawiera dwie
otwarte ramki odczytu ORF1 oraz ORF2. ORF1
koduje 17 kDa biatko VP5 bogate w argining, ktore
zachodzi na N-terminalny koniec biatka VP2. ORF2
koduje poliproteing o masie czasteczkowej 106 kDa
(NH2-pVP2-VP4-VP3-COOH), (1). PreVP2 jest pre-
kursorem VP2 genu gléwnych biatek kapsydu, NS jest
wirusowg proteaza, odpowiedzialng za odczepienie
pVP2 zpoliproteiny, VP3 jest wewngtrznym biatkiem
strukturalnym. Gen VP2 jest gtownym strukturalnym
1 immunogennym polipeptydem wirusa IPN, a takze
najbardziej zmiennym genem (11, 28). Uwaza sig¢, ze
gen ten odgrywa istotng rol¢ w wirulencji (5, 28, 29).

Segment B, o wielkos$ci okoto 2,7 kb, zawiera jedna
ramke odczytu ORF, ktora koduje biatko VP1 o masie
94 kDa, czyli polimeraz¢ RNA (7).

Sano i wsp. (27) jako pierwsi zasugerowali, iz
wirulencja IPN zwigzana jest z segmentem A. Inni
naukowcy, np. Santi i wsp. (28), analizujac sekwencje
nukleotydowe genu VP2, ktéry znajduje si¢ w segmen-
cie A, potwierdzili t¢ tezg, stwierdzajac, ze pozycje 217
1221 tego genu s3 gtownymi wyznacznikami zjadli-
wosci wirusa o serotypie Sp, a pozycje 247 uznano za
wysoce zmienng. Za wysoka zjadliwos¢ odpowiadaja
treonina w pozycji 217 oraz alanina w pozycji 221.
Srednia oraz niska zjadliwo$¢ spowodowana jest
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Wyste;powaniem proliny w pozycji 217 oraz alaniny
w pozycji 221. Szczepy posiadajace w pozycji 221
treoning uznawane s3 za niezjadliwe, niezaleznie od
obecnosci reszty aminokwasowej w pozycji 217.

Wystepowanie wirusa IPN

Rodzaj Aquabirnavirus jest podzielony na dwie wy-
rézniajace si¢ serogrupy A i B. Serogrupa A zawiera 9
serotypow: A1 (szczep referencyjny WB — West Buton,
VR299) pochodzacy ze Standéw Zjednoczonych; A2
(Sp) 1 A3 (Ab) oba serotypy wywodza si¢ z Danii; A4
(He — Hecht) pochodzi z Niemiec; A5 (Te — Tellina)
po raz pierwszy wyizolowany w Wielkiej Brytanii;
trzy kolejne serotypy pochodza, jak sama ich nazwa
wskazuje, z Kanady: A6 (C1 — Canada 1), A7 (C2 —
Canada 2), A8 (C3 — Canada 3) oraz A9 (Ja — Jasper)
wywodzacy sie rowniez z Kanady (12). Miedzy tymi
dziewigcioma serotypami istniejg: wysoka antygenowa
zmienno$¢ oraz roznice w zjadliwosci i chorobotwor-
czosci (29).

Serogrupa B zawiera tylko jeden serotyp TV-1
pochodzacy z Wielkiej Brytanii. Taki podzial zostat
zaproponowany przez Hilla i Waya na podstawie
przeprowadzonych testow seroneutralizacji. Pomimo
ogromnej liczby gospodarzy oraz geograficznego
rozmieszczenia wickszo$¢ izolatow wydaje si¢ an-
tygenowo podobna do oryginalnego referencyjnego
serotypu wirusa IPN Sp (A2), Ab (A3) oraz VR299
(A1) (12). Inny p0d21a1 zaproponowany przez Blake’a
1 wsp. (3), mowi o istnieniu sze$ciu genogroup w ob-
rebie 9 szczepow serogrupy A. Genogrupa 1 sktada sie
z izolatow pochodzacych ze Standéw Zjednoczonych
(serogrupa A1) oraz dwoch szczepow Jasper z Kanady.
Genogrupa 2 zawiera izolaty z Azji i Europy (A3).
Genogrupa 3 zlozona jest z dwodch izolatow kanadyj-
skich (C11ASV) (A6) i europejskiego izolatu Te (AS).
Genogrupa 4 sktada si¢ z dwoch izolatéw kanadyj-
skich C2 oraz C3, reprezentujacych serotyp A7 oraz
AS8. Genogrupa 5 zawiera pig¢ izolatow europejskich
oraz jeden azjatycki (A2). Genogrupa 6 ztozona jest
ze szczepu HE (A4). Gtowne serotypy kanadyjskie sg
bardziej spokrewnione z europejskimi anizeli z pocho-
dzacymi ze Standw Zjednoczonych.

Diagnostyka

Identyfikacja wirusa IPN opiera si¢ na badaniach se-
rologicznych, histopatologicznych lub molekularnych,
jednak standardowa metoda do diagnostyki wirusa IPN
jest hodowla na liniach komérkowych i potwierdzenie
obecno$ci wirusa metodg serologiczng. Nie zawsze
izolacja wirusa jest mozliwa od ryb bez objawéw
choroby, dlatego tez wymagane jest uzycie bardziej
precyzyjnych metod, o czym pisali takze Rodriguez
1 wsp. (24), Gahlawat i wsp. (8), Munro i Ellis (19).

Jako narzedzie biologii molekularnej wykorzysty-
wano takie techniki, jak: RT-PCR, nested-PCR czy
Real Time RT-PCR, projektujac startery amplifikujace
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glc')wnie fragment genu VP2, ktory jest uwazany za
rejon najbardziej zmienny i odgrywajqcy istotng role
w okreslaniu stopnla zjadliwosci wirusa.

Lopez-Jimena i wsp. (17) wykorzystali nested
RT-PCR i hybrydyzacj¢ dot-blot, aby poprawi¢
specyficzno$¢ i szybkos¢ detekceji wirusa IPN u ryb
nosicieli, wykorzystujac fragment genu pVP2. Swoje
badania przeprowadzali na rybach okonioksztattnych.
Wszystkie analizowane probki byly ujemne metoda
RT-PCR, za$ 26 z 49 probek pochodzacych od pagrus
auriga i 14 z 18 prébek pochodzacych od pagrus rozo-
wy byto dodatnich metoda nested RT-PCR. Najlepsze
wyniki otrzymano tgczac metode nested RT-PCR 1 hy-
brydyzacje dot-blot, otrzymujac 100% wykrywalno$¢
wirusa w przypadku pagrus auriga 1 94,4% u pagrusa
rozowego. Techniki biologii molekularnej do identy-
fikacji wirusa IPN w swoich badaniach wykorzystali
m.in. takze Williams i wsp. (30), Milne i wsp. (18) czy
Bowers 1 wsp. (4).

Williams 1 wsp. (30) opisali metode multiplex PCR
do identyfikacji trzech patogenéw jednoczesnie: wirusa
zakaznej martwicy trzustki (IPNV), wirusa zakaznej
martwicy uktadu krwiotwérczego (IHNV) oraz wi-
rusa wirusowej posocznicy krwotocznej (VHSV).
Zastosowana metoda pozwolila na oszczgdnos¢
czasu i kosztow w poréwnaniu z testem neutralizacji
przeciwciat czy pojedynczego testu PCR, a dawata
zadowalajace wyniki. Rodriguez i wsp. (24) w swoich
badaniach wykorzystali krew i leukocyty pochodzace
od dwuletnich pstragéw teczowych i wykonywali
immunofluorescencj¢ posrednia, zastosowali tez cy-
tometri¢ przeptywowa, a takze RT-PCR oraz nested-
-PCR. Z oczyszczonych leukocytow identyfikowali
wirusa metodg RT-PCR, otrzymujac pozytywny wynik
w pigciu z siedmiu przypadkow. Nested PCR poprawit
jednak czuto$¢ metody, dajac pozytywny wynik we
wszystkich badanych przypadkach. Metoda cytometrii
przeptywowej otrzymali wszystkie dodatnie probki
w ciggu 8-24 godzin. Wedtug Rodrigueza i wsp. bada-
nie leukocytow jest praktyczng droga do identyfikacji
wirusa IPN 1 jest duzo mniej czasochtonne w porow-
naniu ze standardowa metoda homogenizacji i izolacji
na hodowlach komoérkowych.

Milne 1 wsp. (18) do identyfikacji wirusa IPN wy-
korzystali metode kolorymetryczng zwang RT-PCR-
ELISA. Polaczyli w niej czuto$¢ PCR ze specyficznym
przeciwcialem w tescie Elisa. Aby produkt PCR mogt
by¢ wykryty metoda Elisa, do kwasu nukleinowego
podczas amplifikacji dotaczana byla digoxygenina-
-dUTP. Ich wyniki sugeruja, ze metoda ta jest poréw-
nywalna do techniki PCR, a prébka z wynikiem po-
zytywnym identyfikowana byta w ciggu kilku godzin.

Najbardziej popularna w ostatnich latach jest metoda
Real-Time PCR, ktorg do identyfikacji wirusa IPN
opisali Bowers i wspolpracowmcy (4). Skupili si¢ oni
na przyzyciowej i1 po$miertnej metodzie pobierania
probek. Pierwsza z wymienionych metod zaktadata
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pobieranie probki do badan z cz¢$ci ptetwy piersiowej,
za$ druga metoda polegata na pobieraniu fragmentéw
narzadoéw wewnetrznych: sledziony i czeéci glowowej
nerki. Narzady pozyskiwali od pstraga tgczowego
Oncorhynchus mykiss zakazonego wirusem IPN w wa-
runkach laboratoryjnych. Na uwagg zastuguje metoda
przyzyciowa pobierania probki, ktora nie wymaga
usmiercania ryby i bytaby bardzo pomocna przy dia-
gnozowaniu choroby u dzikich populacji ryb tososio-
watych. Wyniki otrzymane z narzagdow wewngtrznych,
jak iz pletwy piersiowej byly porownywalne i dawatly
pozytywny sygnat juz 24 godziny po zakazeniu.

Wszystkie wspomniane powyzej metody sa skutecz-
nymi narz¢dziami do diagnostyki wirusa IPN, jednak
ani Real-Time RT-PCR, ani inne metody bazujace na
PCR nie pozwalajg na rozroznienie patogennych od
niepatogennych form wirusa. Do tego potrzebna jest
hodowla na liniach komérkowych. Przydatnym narzg-
dziem s3 rowniez sekwencjonowanie i tworzenie drzew
filogenetycznych, za pomoca ktérych mozna znalez¢
pokrewienstwo migdzy serogrupami.

W Polsce dotychczas brak jest danych dotycza-
cych patogennosci wirusa wywolujacego zakazng
martwice¢ trzustki. Wedtug doniesien ustnych mozna
przypuszczaé, ze wystepuja zaroOwno szczepy niepa-
togenne, jak i patogenne, co by sugerowalo obecno$¢
serotypow Ab 1 Sp, brak jest tez informacji na temat
innych serotypdéw. Metody identyfikacji wirusa IPN
wykorzystywane w jego diagnostyce sa skuteczne
1 szybkie, stale zostaja poszerzane o nowe techniki.
Choroba wywolywana przez ten wirus nie jest zwal-
czana z urz¢du, mimo to moze spowodowac duze straty
w hodowli, dlatego istotne jest blizsze poznanie czyn-
nika etiologicznego, jego budowy, zachowania w kon-
takcie z innymi wirusami, rozwijania technik do jego
1dentyﬁkaCJ1 ponadto z punktu widzenia naukowego
wazna i interesujaca jest wiedza na temat serotypow
wirusa IPN wystepujacych na terenie Polski.
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