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Koinfekcja, inaczej określana jako współzakażenie 
lub infekcja mieszana, to zakażenie więcej niż jed-
nym czynnikiem chorobotwórczym. Taki stan często 
występuje w środowisku wodnym, w organizmie 
ryby. Jednym z czynników chorobotwórczych, który 
często występuje w infekcjach mnogich, jest wirus 
wywołujący zakaźną martwicę trzustki (IPNV) u ryb 
łososiowatych, takich jak np.: łosoś, pstrąg, troć czy 
palia. Jest to wirus należący do rodziny Birnaviridae, 
rodzaju Aquabirnavirus. Wirus ten potrafi wywołać 
śmiertelność u ryb od poniżej 10% do ponad 90% w za-
leżności od szczepu wirusa, ilości, wieku gospodarza 
czy środowiska (11, 20). Izolowany jest z różnych ga-
tunków ryb zarówno morskich, jak i słodkowodnych, 
jego obecność odnotowuje się również u małży i wrotek 
(22, 24). Wirus IPN często występuje razem z wirusami 
wywołującymi takie choroby, jak wirusowa posocznica 
krwotoczna ryb łososiowatych (VHS) (24), zakaźna 
martwica układu krwiotwórczego ryb łososiowatych 
(IHN) (4, 6, 24), śpiączka ryb łososiowatych (SAV) 
(1) czy zakaźna anemia łososi (ISA) (13). Może rów-
nocześnie wystąpić także z bakteryjną chorobą nerek 
BKD (29).

Pierwotna infekcja u ryb łososiowatych Aquabirna-
wirusami, Picornavirusami, Aquareovirusami stymuluje 
układ immunologiczny i zapobiega infekcji innymi 
wirusami, takimi jak: VHSV, IHNV (9, 14, 16) czy 
Nodavirusami (27) zarówno in vivo, jak i in vitro.

Koinfekcja birnawirus (IPNV)–rabdowirusy (IHNV, VHSV)
Alonso M. i wsp. (2) w 2003 r. przedstawili wpływ 

wirusa IPN na replikację IHNV i zaobserwowali spa-
dek wirulencji szczepów wirusa IHN. Byrne i wsp. (6) 
w 2008 r. również badali wpływ wirusa IPN na infekcję 
IHNV. Sprawdzano obecność wirusa oraz jego koncen-
trację. Badano aktywność fagocytów w leukocytach 
z części nerki przedniej za pomocą chemiluminescencji, 
aktywność dopełniacza w osoczu za pomocą testu he-
molitycznego oraz aktywność neutralizującą w osoczu 
ryb metodą płytkową. Tak jak oczekiwano, nie zaob-
serwowano śmiertelności w grupie kontrolnej ryb oraz 
u ryb zakażonych tylko wirusem IPN, natomiast u ryb 
zakażonych tylko wirusem IHN śmiertelność sięgała 
72%. W przypadku ryb poddanych koinfekcji zaobser-
wowano 2% śmiertelność. Koinfekcja nie miała wpływu 
na replikację wirusa IPN. Po 28 dniach od zakażenia 
nie identyfikowano wirusa IPN w badanych próbkach, 
natomiast w przypadku wirusa IHN obserwowano spa-
dek jego koncentracji od 4. do 28. dnia po zakażeniu 
u ryb z koinfekcją. Po 63. dniu od zakażenia wirusem 
IHN nie identyfikowano go w żadnej z badanych grup 
ryb. Badania Byrne i wsp. nie definiują jednoznacznie 
roli wirusa zakaźnej martwicy trzustki w ograniczaniu 
wirusa IHN u ryb z podwójną infekcją.

La Patra i wsp. (17) także opisywali różne poziomy 
śmiertelności w populacji pstrągów tęczowych, u któ-
rych naturalnie występowała i została zidentyfikowana 
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koinfekcja IPN–IHN. Grupa pstrągów tęczowych, 
u której powszechnie występował IHN, wykazywała 
dużą śmiertelność, natomiast w grupie ryb z podwójną 
infekcją śmiertelność była niższa. Ich badania są zgodne 
z badaniami Alonso i wsp. (2), którzy stwierdzili ak-
tywną rolę wirusa IPN w obniżeniu namnażania wirusa 
IHN w liniach komórkowych. W większości badań nad 
koinfekcją mechanizm wywoływania odporności nie 
jest zrozumiały i różne czynniki są brane pod uwagę, 
np. produkcja interferonu, inhibicja replikacji wirusa 
czy stymulacja zarówno specyficznych (limfocyty cy-
totoksyczne), jak i niespecyficznych (limfocyty NK) 
komórek odpornościowych. Alonso i wsp. wykorzystali 
metody biologii molekularnej łańcuchową reakcję poli-
merazy (PCR), cytometrię przepływową oraz technikę 
northern-blot do identyfikacji wirusów. Ich badania 
wykazały, że w pojedynczej infekcji IPNV szybko re-
plikuje i wykazuje wysoki poziom cząstek infekcyjnych 
na początku zakażenia, natomiast w podwójnej infek-
cji IPNV jest faworyzowany w porównaniu z IHNV, 
a jego poziom wzrostu nie jest mniejszy, w porównaniu 
do pojedynczej infekcji. W następujących po sobie 
pasażach próbki S46 zawierającej obydwa wirusy za-
uważono utratę wirusa IHN, co sugeruje, że ingerencja 
w koinfekcję nie jest zależna od wirusa IHN. Rezultaty 
otrzymane przez Alonso i wsp. w 1999 r. wskazują, 
że IPNV odgrywa aktywną rolę w redukcji poziomu 
wzrostu IHNV oraz interferon nie jest zaangażowany 
w tę redukcję. Podobnie de Kinkelin i wsp. (14) nie byli 
w stanie wykryć interferonu jako możliwego sprawcy 
obniżenia śmiertelności u pstrągów tęczowych.

W 2003 r. Alonso wraz ze współpracownikami (2) po-
nownie opisywał badania nad podwójnym zakażeniem 
wirusem zakaźnej martwicy trzustki ryb łososiowatych 
oraz zakaźnej martwicy układu krwiotwórczego ryb 
łososiowatych. Postawili oni tezę, że genom wirusa IPN 
oraz IHN może wykazywać wysoki poziom mutacji. 
Pojedyncza mutacja punktowa w genomie wirusa może 
prowadzić do zmiany charakterystyki fenotypowej, np. 
zmiany w wirulencji i tropizmie. Alonso i wsp. podjęli 
się sprawdzenia tej tezy. Do identyfikacji obu wirusów 
u pstrągów tęczowych wykorzystali test neutralizacji 
z przeciwciałami poliklonalnymi oraz metodę RT- 
-PCR. Równocześnie przeprowadzili badania in vitro 
na linii komórkowej BF-2 (komórki fibroblastyczne 
narybku basa wielkogębowego, bluegil fry) stwier-
dzając, że IPNV koliduje z replikacją wirusa IHN. Po 
kilku pasażach próbki z podwójną infekcją IHN nie 
był identyfikowany metodą RT-PCR, dlatego wpro-
wadzono metodę nested-PCR do wykrywania niskie-
go miana IHNV w obecności IPNV. Zauważono, że 
mniejsza wirulencja wirusa IHN w obecności wirusa 
IPN, jest skorelowana ze specyficznymi zmianami 
w genie glikoproteiny. Ponadto stwierdzono metodą 
cytometrii przepływowej, że leukocyty pozyskane od 
ryb z podwójną infekcją po 45 dniach po infekcji wy-
kazywały wyższy poziom antygenów wirusa IPN niż 
IHN. W analizowanym genie glikoproteiny wirusa IHN 

stwierdzono 14 substytucji w centralnym regionie genu 
G w porównaniu do sekwencji szczepu oznaczonego 
jako IHN.RB (Round Butte) (15). Gdy porównywano 
gen G wirusa IHN z sekwencji pochodzącej z koinfekcji 
(IHNV/IPNV.S46) do sekwencji LR.73 wirusa IHN 
z bazy GeneBank, zauważono dwie różnice w pozycji 
67 i 436, które początkowo uznano za istotne, jednakże 
w innych dziesięciu losowo wybranych sekwencjach 
z tej bazy również znaleziono te same zmiany, dlatego 
ostatecznie stwierdzono, że nie mają one znaczenia.

O podwójnych zakażeniach birnawirus–rabdowirus 
pisano już w latach 70. XX wieku, np. Schlotfeld i wsp. 
w 1975 r. (28) przedstawili informacje dotyczące pstrą-
ga tęczowego zakażonego zarówno wirusem IPN, jak 
i VHS. Rodriguez i wsp. (23) kilkakrotnie wracali do 
badań nad interakcją birnawirus–rabdowirus. W 2005 r. 
(24) opisali badania, w których użyto serotypu Sp 
wirusa IPN oraz szczepu VR 714 wirusa IHN, a także 
szczepu D wirusa VHS. Linię komórkową BF-2 oraz 
EPC (epithelioma papulosum cyprini, komórki epitelial-
ne karpia) zakażano oddzielnie trzema wirusami VHS, 
IHN, IPN, a także mieszaniną VHS-IPN oraz IHN-IPN. 
Komórki BF-2 sprawdzano pod kątem zdolności do 
indukowania czynników przeciwwirusowych, a także 
zdolności wydzielania interferonu, który stymulował-
by nowe warstwy komórek oraz przyczyniałby się do 
utraty zakaźności wirusa. Miano wirusa IHN w poje-
dynczej infekcji było wyższe niż w infekcji mieszanej. 
Natomiast w przypadku wirusa VHS odnotowano 
podobne miano obu wirusów zarówno w komórkach 
BF-2, jak i EPC. Badania Rodrigueza i wsp. wykaza-
ły, że podwójna infekcja wirusami VHS i IPN nie ma 
wpływu na replikację któregokolwiek z tych wirusów 
w komórkach BF-2 lub EPC, natomiast infekcja komó-
rek BF-2 wirusami IHN i IPN wpływa na zmniejszenie 
miana rabdowirusa IHN, co znacząco widoczne było 
w trzecim pasażu. Dodatkowo, metodą RT-PCR wykry-
wano RNA wirusa VHS i IPN przez trzy następujące 
po sobie pasaże, natomiast materiał genetyczny wirusa 
IHN stwierdzano tą metodą tylko w pierwszym pasażu 
próbki z koinfekcją. Rodriguez i wsp. stwierdzili, że 
mechanizmy interakcji gospodarz–wirus są jeszcze 
słabo poznane w przypadku rabdowirusowych infekcji 
u ryb. Jest za mało informacji dotyczących różnego 
namnażania się IHNV i VHSV w obecności wirusa 
IPN. Jednym z wyjaśnień może być teoria, iż wirus 
IPN szybciej rośnie i replikuje, a tym samym konkuruje 
z wirusem IHN, dlatego też podczas kolejnych pasaży 
jest więcej wirusa IPN w porównaniu do IHN. Wirus 
wirusowej posocznicy krwotocznej ryb łososiowatych 
(VHSV) replikuje na podobnym poziomie do wirusa 
IPN, dlatego nie są widoczne różnice.

Brudesth i wsp. w 2002 r. (5) scharakteryzowali 
interakcje między wirusami IHN i VHS podczas ekspe-
rymentalnej koinfekcji u pstrągów tęczowych, a także 
rozprzestrzenianie wirusa, zmiany histopatologiczne 
czy replikację wirusa w nerce. Doszli do wniosku, 
że podwójne zakażenie nie obniża miana wirusów 
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w znaczący sposób w nerkach pstrągów tęczowych, 
jakkolwiek rozprzestrzenianie się wirusa IHN w na-
rządach wewnętrznych było bardziej ograniczone 
i nie zidentyfikowano go w komórkach mózgu, co 
świadczyłoby o współzawodnictwie o dostęp do tych 
samych receptorów komórkowych. Te dane są zgodne 
częściowo z obserwacjami Rodrigueza i wsp. (24) pod-
czas podwójnej infekcji VHSV–IPNV. Wirusy mogą 
infekować komórki linii komórkowych jednocześnie, 
uzyskując podobne miana, ale IPNV nie konkuruje 
z VHSV o miejsca przyłączania, tak jak zaobserwowano 
dominację wirusa IPN w porównaniu do wirusa IHN 
w komórkach linii BF-2 (2). Rodriguez i wsp. wspomi-
nają o jeszcze jednym czynniku, który mógłby wpłynąć 
na wzrost wirusa, a mianowicie produkcji interferonu, 
przez komórki gospodarza, pod wpływem obecności 
białek wirusowych. Badania Rodrigueza i wsp. su-
gerują, że produkcja interferonu in vitro jest wysoce 
zależna od hodowli komórkowej. Jensen i wsp. (12) 
potwierdzili zdolność komórek CHSE-214 (Chinook 
salmon embryo) do produkcji interferonu typu I pod 
wpływem czynników infekcyjnych.

Współistnienie rabdowirusa IHN i birnawirusa IPN 
opisywali Barlic-Maganja D. i wsp. (4), ale skupili się 
bardziej na porównaniu metod identyfikacji aniżeli 
wyjaśnianiu współzależności między wirusami. Oba 
wirusy wywołują zakażenia z wysoką śmiertelnością 
u różnych gatunków ryb, zwłaszcza u ryb młodych. 
Linie komórkowe EPC (Epithelioma papulosum cy-
prini) i BF-2 (bluegill fry) zakażono, odpowiednio, 
wirusami IHN i IPN. Identyfikację wirusów przeprowa-
dzano metodą IFAT po konwencjonalnej izolacji z linii 
komórkowych, jednakże ta metoda nie jest odpowiednia 
do identyfikacji wirusów w stanie latentnym, czyli gdy 
nie dochodzi do namnażania się cząstek wirusowych, 
dlatego też wykorzystali w swoich badaniach również 
metody molekularne. Porównywali czułość obu za-
stosowanych technik do identyfikacji zarówno wirusa 
IHN, jak i IPN izolowanych w przypadkach koinfekcji, 
wykazując większą czułość metody RT-PCR.

Temat superinfekcji wirusem IPN powraca stale 
wśród naukowców w kolejnych latach. W 2011 r. 
Garcia i wsp. (8) opisywali, jak komórki wcześniej za-
infekowane wirusem IPN chronią przed superinfekcją 
z wirusami takimi jak IHN czy VHS. Poziom ekspresji 
genu Mx indukowanego interferonem określano w ko-
mórkach zakażonych wirusem IPN i porównywano do 
standardowych komórek EPC. W rezultacie otrzymano 
wynik umiarkowanego wpływu ekspresji genu Mx na 
replikację wirusa IPN. Garcia i wsp. wyjaśnili powód 
analizy badanych próbek na komórkach EPC. Pierwszy 
był związany z tym, że nie jest to linia komórkowa po-
chodząca od ryb łososiowatych. Drugi powód był taki, 
że podatność komórek EPC do rybich rabdowirusów 
pozwoliło zbadać wpływ wirusa IPN na inne wirusy. 
Szczepy wirusa IPN, którymi dysponowano (serotypy 
Ab i Sp), zabijały komórki linii CHSE-214 (komórki 
fibroblastyczne łososia czawycza, chinook salmon 

embryo) i RTG-2 (komórki gonad pstrąga tęczowego, 
rainbow trout gonad), w przeciwieństwie do komórek 
linii EPC (komórki epitelialne karpia, epithelioma pa-
pulosum cyprini), które przeżywały infekcję wirusem 
IPN w temperaturze 14°C, wykazując tylko niewielki 
efekt cytopatyczny i brak śmiertelności. Według Garcia 
i wsp. komórki EPC mają „przyzwolenie na infekcję 
IPNV, w zamian za to wirus ich nie zabija”. Tego typu 
sytuacje zauważono i opisywano już w latach 70. Pisali 
o tym m.in. Hedric i wsp. w 1978 r. (10). MacDonald 
i Kennedy w 1979 r. (18), a w 2010 r. Marjara i wsp. 
(19) czy Rodriguez i wsp. (25).

Koinfekcja birnawirus (IPNV)–orthomyxowirus (ISAV)
Wirus zakaźnej martwicy trzustki ryb łososiowatych 

koegzystuje nie tylko z rabdowirusami, ale też opisy-
wane są w literaturze przypadki podwójnych infekcji 
wirusa IPN z wirusem zakaźnej anemii łososi (ISAV) 
(13). Patogen ten należy do rodziny orthomyxovirusów 
i podobnie jak IPNV może występować w formie wiru-
lentnej i niewirulentnej, co uzależnione jest od mutacji 
w obszarze HPR genu hemaglutyniny. Wirulentne 
szczepy ISAV mają delecję w regionie HPR genu he-
maglutyniny i prawdopodobnie wywodzą się z HPR0 
ISAV. W swoich badaniach Johansen i Sommer (13) 
narybek łososia atlantyckiego (Atlantic salmo salar 
L.) zakażali wirusem IPN, a następnie ISAV, potwier-
dzając, że ryby wcześniej zakażone IPNV wykazywały 
niższą śmiertelność z powodu zakażenia ISAV aniżeli 
ryby zakażone tylko wirusem ISA. Dane te tłumaczą 
produkcją interferonu lub czynników interferonowo 
podobnych przez ryby, które są indukowane pod wpły-
wem kontaktu z wirusem. Jeśli IFN jest głównym czyn-
nikiem ochrony przeciwko ISAV, te badania popierają 
obserwacje, że tylko ryby z ostrym zakażeniem zakaźną 
martwicą trzustki są chronione przed ISAV, jakkolwiek 
niespecyficzna odpowiedź immunologiczna może być 
spowodowana innymi czynnikami niż interferon. O tego 
typu infekcji mieszanej pisano już wcześniej, w 1995 r. 
Melby i Falk (21) stwierdzili, że zakażenie wirusem 
IPN tkanek zainfekowanych wcześniej wirusem ISA 
nie wpływa na zmniejszenie tego zakażenia.

Koinfekcja birnawirus (IPNV)–alfawirus (SAV)
Badania koinfekcji birnawirus–alfawirus nie spoty-

ka się często w literaturze. Tylko nieliczni naukowcy 
pokusili się o przeprowadzenie badań w tym kierunku, 
wysnuwając ciekawe wnioski. Wirus śpiączki ryb łoso-
siowatych (SAV) należy do rodzaju Alphavirus, rodziny 
Togaviridae. Występuje sześć podtypów, które umownie 
określane są jako jeden SAV.

Badania nad wirusem IPN oraz SAV prowadzili m.in. 
Abdullah i wsp. (1). Podeszli oni do tego tematu od 
innej strony niż czyniono to dotychczas. Sprawdzali 
odporność łososi atlantyckich na zakażenie wirusem 
IPN poprzez wcześniejsze szczepienie ryb szczepionką 
zawierającą konstrukty z białkiem poliproteiną pSAV/
PP oraz białkiem VP2 pSAV/pVP2. Zaobserwowano 
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istnienie od niskiej lub średniej ochrony przeciwko 
IPNV u ryb immunizowanych szczepionką z repli-
konem pSAV/PP, natomiast u ryb immunizowanych 
szczepionką z innym konstruktem (pSAV/pVP2) nie 
obserwowano ochrony przed wirusem IPN. Shotheim 
Sven Amund (dane niepublikowane) badał wpływ wiru-
sa zakaźnej martwicy trzustki oraz wirusa śpiączki ryb 
łososiowatych na komórki linii CHSE-214. Stwierdził, 
że SAV zakłóca replikację wirusa IPN, a nie odwrotnie. 
SAV indukuje powstawanie interferonu IFN-α oraz Mx 
w komórkach CHSE-214, w przeciwieństwie do IPNV. 
Potwierdził, że nie jest do końca pewne, czy inne cy-
tokiny o aktywności przeciwwirusowej nie są również 
zaangażowane w mechanizmy obronne.

Jak widać z przytoczonych danych piśmiennictwa, 
wirus zakaźnej martwicy trzustki ryb łososiowatych 
(IPNV) lubi współistnieć z innymi wirusami i często 
odnotowuje się przypadki, kiedy ryba jest zakażona 
dwoma lub więcej czynnikami chorobotwórczymi. 
Wirus ten, jeśli nie jest patogenny, nie wpływa nega-
tywnie na zdrowotność ryby, a może ją chronić przed 
zakażeniem innym wirusem, nie doprowadzając do jej 
śmierci np. przed IHNV. Pomimo iż wielu naukowców 
już od lat 70. porusza problem koinfekcji z udziałem 
wirusa IPN, to jednak nie do końca wiadomo, dlaczego 
tak się dzieje, że IPNV namnaża się w większym stopniu 
niż IHN, że nie konkuruje w taki sam sposób z innymi 
wirusami, jak np. z VHS, czy że jego namnażanie zosta-
je zakłócone przez SAV. Wyjaśnienia są różne i głównie 
mówi się o mechanizmach obronnych organizmu pod 
wpływem czynników chorobotwórczych, o wytwarza-
niu interferonu lub innych czynników interferonowo 
podobnych, ale też niektórzy twierdzą, że to wszystko 
spowodowane jest mutacjami w danym genie. Warto 
byłoby się pokusić o przeprowadzenie kolejnych badań 
i sprawdzenie wszystkich możliwości zakażenia in vivo 
i in vitro, a także z różnymi kombinacjami szczepów 
wirusa oraz przeanalizowanie genomu wirusa IPN. 
Może wtedy udałoby się potwierdzić lub zaprzeczyć 
tezom postawionym dotychczas i wyjaśnić mechanizmy 
koinfekcji.
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