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Summary

Co-infection is an infection of more than one pathogen. In an aquatic environment, the most common
occurrence is the appearance of infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) in the presence of other viruses
such as infectious hematopoietic necrosis virus (IHNV), viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV), infectious
salmon anaemia virus (ISAV), or salmonid alphavirus (SAV). In most cases, the IPN virus reduces the
proliferation of other viruses in cell cultures or in the internal organs of salmonids; for example, in IHNV or
ISAV co-infections. However, it also happens that there is no significant effect on the multiplication of the virus
with which it coexists, e.g. IPNV-VHSV. A body’s defense mechanisms, interferon and other interferon-like
factors or mutations in the genome play an important role in co-infection.
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Koinfekcja, inaczej okreslana jako wspotzakazenie
lub infekcja mieszana, to zakazenie wigcej niz jed-
nym czynnikiem chorobotwoérczym. Taki stan czgsto
wystepuje w Srodowisku wodnym, w organizmie
ryby. Jednym z czynnikoéw chorobotworczych, ktory
czesto wystepuje w infekcjach mnogich, jest wirus
wywolujacy zakazng martwice trzustki (IPNV) u ryb
lososiowatych, takich jak np.: toso$, pstrag, tro¢ czy
palia. Jest to wirus nalezacy do rodziny Birnaviridae,
rodzaju Aquabirnavirus. Wirus ten potrafi wywotac¢
$miertelnos$¢ u ryb od ponizej 10% do ponad 90% w za-
leznosci od szczepu wirusa, ilosci, wieku gospodarza
czy srodowiska (11, 20). Izolowany jest z r6znych ga-
tunkow ryb zaréwno morskich, jak i stodkowodnych,
jego obecnos¢ odnotowuje si¢ rowniez u matzy i wrotek
(22,24). Wirus IPN czgsto wystepuje razem z wirusami
wywolujacymi takie choroby, jak wirusowa posocznica
krwotoczna ryb tososiowatych (VHS) (24), zakazna
martwica uktadu krwiotworczego ryb tososiowatych
(IHN) (4, 6, 24), Spiaczka ryb tososiowatych (SAV)
(1) czy zakazna anemia tososi (ISA) (13). Moze row-
nocze$nie wystapic¢ takze z bakteryjng chorobg nerek
BKD (29).

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

Koinfekcja birnawirus (IPNV)-rabdowirusy (IHNV, VHSV)

Alonso M. i wsp. (2) w 2003 r. przedstawili wplyw
wirusa IPN na replikacj¢ IHNV 1 zaobserwowali spa-
dek wirulencji szczepoéw wirusa IHN. Byrne i wsp. (6)
w 2008 r. rowniez badali wplyw wirusa IPN na infekcje
IHNV. Sprawdzano obecnos$¢ wirusa oraz jego koncen-
tracje. Badano aktywno$¢ fagocytéw w leukocytach
z czesci nerki przedniej za pomocg chemiluminescencii,
aktywno$¢ dopelniacza w osoczu za pomocg testu he-
molitycznego oraz aktywnos$¢ neutralizujgca w osoczu
ryb metodg plytkowa. Tak jak oczekiwano, nie zaob-
serwowano $miertelno$ci w grupie kontrolnej ryb oraz
u ryb zakazonych tylko wirusem IPN, natomiast u ryb
zakazonych tylko wirusem THN $miertelnos$¢ siegata
72%. W przypadku ryb poddanych koinfekcji zaobser-
wowano 2% $miertelno$¢. Koinfekcja nie miata wptywu
na replikacje wirusa IPN. Po 28 dniach od zakazenia
nie identyfikowano wirusa IPN w badanych probkach,
natomiast w przypadku wirusa IHN obserwowano spa-
dek jego koncentracji od 4. do 28. dnia po zakazeniu
u ryb z koinfekcja. Po 63. dniu od zakazenia wirusem
IHN nie identyfikowano go w zadnej z badanych grup
ryb. Badania Byrne 1 wsp. nie definiuja jednoznacznie
roli wirusa zakaznej martwicy trzustki w ograniczaniu
wirusa THN u ryb z podwdjna infekcja.

La Patra i wsp. (17) takze opisywali ro6zne poziomy
$miertelnosci w populacji pstragdw teczowych, u kto-
rych naturalnie wystepowata i zostala zidentyfikowana
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koinfekcja IPN-IHN. Grupa pstragow teczowych,
u ktorej powszechnie wystepowat THN, wykazywata
duza $miertelnosc¢, natomiast w grupie ryb z podwdjng
infekcja Smiertelnos¢ byta nizsza. Ich badania sg zgodne
z badaniami Alonso i wsp. (2), ktorzy stwierdzili ak-
tywna rol¢ wirusa IPN w obniZeniu namnazania wirusa
IHN w liniach komérkowych. W wigkszosci badan nad
koinfekcja mechanizm wywotywania odpornosci nie
jest zrozumialy 1 rézne czynniki sa brane pod uwagg,
np. produkcja interferonu, inhibicja replikacji wirusa
czy stymulacja zarowno specyficznych (limfocyty cy-
totoksyczne), jak i niespecyficznych (limfocyty NK)
komorek odpornosciowych. Alonso i wsp. wykorzystali
metody biologii molekularnej fancuchowa reakcje poli-
merazy (PCR), cytometri¢ przeptywowa oraz technike
northern-blot do identyfikacji wirusow. Ich badania
wykazaly, ze w pojedynczej infekcji IPNV szybko re-
plikuje i wykazuje wysoki poziom czgstek infekcyjnych
na poczatku zakazenia, natomiast w podwojnej infek-
cji IPNV jest faworyzowany w pordwnaniu z IHNV,
ajego poziom wzrostu nie jest mniejszy, w porownaniu
do pojedynczej infekcji. W nastepujacych po sobie
pasazach probki S46 zawierajacej obydwa wirusy za-
uwazono utratg wirusa IHN, co sugeruje, ze ingerencja
w koinfekcje nie jest zalezna od wirusa IHN. Rezultaty
otrzymane przez Alonso i wsp. w 1999 r. wskazuja,
ze IPNV odgrywa aktywng role w redukcji poziomu
wzrostu IHNV oraz interferon nie jest zaangazowany
w te redukcje. Podobnie de Kinkelin i wsp. (14) nie byli
w stanie wykry¢ interferonu jako mozliwego sprawcy
obnizenia $miertelnos$ci u pstragdw teczowych.

W 2003 r. Alonso wraz ze wspoOtpracownikami (2) po-
nownie opisywat badania nad podwdjnym zakazeniem
wirusem zakaznej martwicy trzustki ryb tososiowatych
oraz zakaznej martwicy uktadu krwiotwoérczego ryb
tososiowatych. Postawili oni teze, ze genom wirusa IPN
oraz IHN moze wykazywa¢ wysoki poziom mutacji.
Pojedyncza mutacja punktowa w genomie wirusa moze
prowadzi¢ do zmiany charakterystyki fenotypowej, np.
zmiany w wirulencji i tropizmie. Alonso i wsp. podjeli
si¢ sprawdzenia tej tezy. Do identyfikacji obu wiruséw
u pstragoéw teczowych wykorzystali test neutralizacji
z przeciwcialami poliklonalnymi oraz metode RT-
-PCR. Roéwnocze$nie przeprowadzili badania in vitro
na linii komoérkowej BF-2 (komorki fibroblastyczne
narybku basa wielkogebowego, bluegil fry) stwier-
dzajac, ze IPNV koliduje z replikacja wirusa IHN. Po
kilku pasazach probki z podwdjng infekcjag IHN nie
byl identyfikowany metodag RT-PCR, dlatego wpro-
wadzono metod¢ nested-PCR do wykrywania niskie-
go miana [HNV w obecnosci IPNV. Zauwazono, ze
mniejsza wirulencja wirusa THN w obecnos$ci wirusa
IPN, jest skorelowana ze specyficznymi zmianami
w genie glikoproteiny. Ponadto stwierdzono metoda
cytometrii przeptywowej, ze leukocyty pozyskane od
ryb z podwdjna infekcja po 45 dniach po infekcji wy-
kazywaly wyzszy poziom antygendéw wirusa IPN niz
IHN. W analizowanym genie glikoproteiny wirusa IHN
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stwierdzono 14 substytucji w centralnym regionie genu
G w porownaniu do sekwencji szczepu 0ZNaczonego
jako THN.RB (Round Butte) (15). Gdy porownywano
gen G wirusa IHN z sekwencji pochodzacej z komfekcp
(IHNV/IPNV.S46) do sekwencji LR.73 wirusa IHN
z bazy GeneBank, zauwazono dwie rdznice w pozycji
671436, ktore poczatkowo uznano za istotne, jednakze
w innych dziesi¢ciu losowo wybranych sekwencjach
z tej bazy rowniez znaleziono te same zmiany, dlatego
ostatecznie stwierdzono, Ze nie maja one znaczenia.

O podwojnych zakazeniach birnawirus—rabdowirus
pisano juz w latach 70. XX wieku, np. Schlotfeld i wsp.
w 1975 1. (28) przedstawili informacje dotyczace pstra-
ga teczowego zakazonego zar6wno wirusem IPN, jak
1 VHS. Rodriguez i wsp. (23) kilkakrotnie wracali do
badan nad interakcja birnawirus—rabdowirus. W 2005 .
(24) opisali badania, w ktérych uzyto serotypu Sp
wirusa IPN oraz szczepu VR 714 wirusa THN, a takze
szczepu D wirusa VHS. Lini¢ komoérkowa BF-2 oraz
EPC (epithelioma papulosum cyprini, komorki epitelial-
ne karpia) zakazano oddzielnie trzema wirusami VHS,
IHN, IPN, a takze mieszaning VHS-IPN oraz IHN-IPN.
Komorki BF-2 sprawdzano pod katem zdolnosci do
indukowania czynnikow przeciwwirusowych, a takze
zdolno$ci wydzielania interferonu, ktory stymulowat-
by nowe warstwy komorek oraz przyczyniatby si¢ do
utraty zakazno$ci wirusa. Miano wirusa IHN w poje-
dynczej infekcji bylo wyzsze niz w infekcji mieszane;.
Natomiast w przypadku wirusa VHS odnotowano
podobne miano obu wiruséw zaréwno w komorkach
BF-2, jak 1 EPC. Badania Rodrigueza i wsp. wykaza-
ly, ze podwojna infekcja wirusami VHS 1 IPN nie ma
wplywu na replikacje ktoregokolwiek z tych wirusow
w komorkach BF-2 lub EPC, natomiast infekcja komo-
rek BF-2 wirusami IHN i IPN wptywa na zmniejszenie
miana rabdowirusa IHN, co znaczaco widoczne byto
w trzecim pasazu. Dodatkowo, metoda RT-PCR wykry-
wano RNA wirusa VHS 1 IPN przez trzy nastgpujace
po sobie pasaze, natomiast materiat genetyczny wirusa
IHN stwierdzano tg metoda tylko w pierwszym pasazu
probki z koinfekcja. Rodriguez i wsp. stwierdzili, ze
mechanizmy interakcji gospodarz—wirus sg jeszcze
stabo poznane w przypadku rabdowirusowych infekcji
u ryb. Jest za mato informacji dotyczacych rdéznego
namnazania si¢ IHNV 1 VHSV w obecnos$ci wirusa
IPN. Jednym z wyjasnien moze by¢ teoria, iz wirus
IPN szybciej rosnie i replikuje, a tym samym konkuruje
z wirusem IHN, dlatego tez podczas kolejnych pasazy
jest wiecej wirusa IPN w porownaniu do IHN. Wirus
wirusowej posocznicy krwotocznej ryb tososiowatych
(VHSYV) replikuje na podobnym poziomie do wirusa
IPN, dlatego nie s3 widoczne roznice.

Brudesth 1 wsp. w 2002 r. (5) scharakteryzowali
interakcje migdzy wirusami IHN i VHS podczas ekspe-
rymentalnej koinfekcji u pstragow teczowych, a takze
rozprzestrzenianie wirusa, zmiany histopatologiczne
czy replikacje wirusa w nerce. Doszli do wniosku,
ze podwdjne zakazenie nie obniza miana wirusow
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w znaczacy sposob w nerkach pstragéow teczowych,
jakkolwiek rozprzestrzenianie si¢ wirusa IHN w na-
rzadach wewnetrznych byto bardziej ograniczone
i nie zidentyfikowano go w komoérkach moézgu, co
swiadczytoby o wspotzawodnictwie o dostep do tych
samych receptorow komorkowych. Te dane sg zgodne
czesSciowo z obserwacjami Rodrigueza i wsp. (24) pod-
czas podwojnej infekcji VHSV-IPNV. Wirusy moga
infekowa¢ komorki linii komérkowych jednoczes$nie,
uzyskujac podobne miana, ale IPNV nie konkuruje
z VHSV o miejsca przytaczania, tak jak zaobserwowano
dominacj¢ wirusa IPN w poréwnaniu do wirusa [HN
w komorkach linii BF-2 (2). Rodriguez i wsp. wspomi-
najg o jeszcze jednym czynniku, ktory moglby wptynaé
na wzrost wirusa, a mianowicie produkcji interferonu,
przez komorki gospodarza, pod wptywem obecnosci
biatek wirusowych. Badania Rodrigueza i wsp. su-
geruja, ze produkcja interferonu in vitro jest wysoce
zalezna od hodowli komorkowej. Jensen 1 wsp. (12)
potwierdzili zdolno$¢ komoérek CHSE-214 (Chinook
salmon embryo) do produkcji interferonu typu I pod
wplywem czynnikow infekcyjnych.

Wspdtistnienie rabdowirusa IHN i birnawirusa IPN
opisywali Barlic-Maganja D. 1 wsp. (4), ale skupili si¢
bardziej na poréwnaniu metod identyfikacji anizeli
wyjasnianiu wspolzaleznosci migdzy wirusami. Oba
wirusy wywotuja zakazenia z wysoka $miertelnoscia
u réznych gatunkéw ryb, zwlaszcza u ryb miodych.
Linie komoérkowe EPC (Epithelioma papulosum cy-
prini) 1 BF-2 (bluegill fry) zakazono, odpowiednio,
wirusami [HN 1 IPN. Identyfikacje wirusow przeprowa-
dzano metoda IFAT po konwencjonalnej izolacji z linii
komorkowych, jednakze ta metoda nie jest odpowiednia
do identyfikacji wirusOw w stanie latentnym, czyli gdy
nie dochodzi do namnazania si¢ czastek wirusowych,
dlatego tez wykorzystali w swoich badaniach rowniez
metody molekularne. Porownywali czuto$¢ obu za-
stosowanych technik do identyfikacji zarowno wirusa
IHN, jak i IPN izolowanych w przypadkach koinfekc;ji,
wykazujac wigksza czutos§¢ metody RT-PCR.

Temat superinfekcji wirusem IPN powraca stale
wsrod naukowcdédw w kolejnych latach. W 2011 r.
Garcia 1 wsp. (8) opisywali, jak komorki wezesniej za-
infekowane wirusem IPN chronig przed superinfekcja
z wirusami takimi jak IHN czy VHS. Poziom ekspresji
genu Mx indukowanego interferonem okreslano w ko-
morkach zakazonych wirusem IPN i porownywano do
standardowych komorek EPC. W rezultacie otrzymano
wynik umiarkowanego wptywu ekspresji genu Mx na
replikacje wirusa IPN. Garcia i wsp. wyjasnili powod
analizy badanych probek na komorkach EPC. Pierwszy
byl zwigzany z tym, ze nie jest to linia komorkowa po-
chodzaca od ryb tososiowatych. Drugi powod byt taki,
ze podatnos¢ komorek EPC do rybich rabdowirusow
pozwolito zbada¢ wptyw wirusa IPN na inne wirusy.
Szczepy wirusa IPN, ktorymi dysponowano (serotypy
Ab 1 Sp), zabijaty komorki linit CHSE-214 (komorki
fibroblastyczne tososia czawycza, chinook salmon
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embryo) 1 RTG-2 (komorki gonad pstraga teczowego,
rainbow trout gonad), w przeciwienstwie do komorek
linii EPC (komorki epitelialne karpia, epithelioma pa-
pulosum cyprini), ktore przezywaly infekcje wirusem
IPN w temperaturze 14°C, wykazujac tylko niewielki
efekt cytopatyczny 1 brak Smiertelnosci. Wedtug Garcia
1 wsp. komorki EPC majg ,,przyzwolenie na infekcje
IPNV, w zamian za to wirus ich nie zabija”. Tego typu
sytuacje zauwazono i opisywano juz w latach 70. Pisali
o tym m.in. Hedric 1 wsp. w 1978 1. (10). MacDonald
1 Kennedy w 1979 r. (18), a w 2010 r. Marjara i wsp.
(19) czy Rodriguez i wsp. (25).

Koinfekcja birnawirus (IPNV)-orthomyxowirus (ISAV)

Wirus zakaznej martwicy trzustki ryb tososiowatych
koegzystuje nie tylko z rabdowirusami, ale tez opisy-
wane sg w literaturze przypadki podwojnych infekcji
wirusa IPN z wirusem zakaznej anemii tososi (ISAV)
(13). Patogen ten nalezy do rodziny orthomyxovirusow
i podobnie jak IPNV moze wystgpowac w formie wiru-
lentnej 1 niewirulentnej, co uzaleznione jest od mutacji
w obszarze HPR genu hemaglutyniny. Wirulentne
szczepy ISAV maja delecje w regionie HPR genu he-
maglutyniny i prawdopodobnie wywodzg si¢ z HPRO
ISAV. W swoich badaniach Johansen i Sommer (13)
narybek tososia atlantyckiego (Atlantic salmo salar
L.) zakazali wirusem IPN, a nastgpnie ISAV, potwier-
dzajac, ze ryby wczesniej zakazone IPNV wykazywaty
nizsza $Smiertelnos¢ z powodu zakazenia ISAV anizeli
ryby zakazone tylko wirusem ISA. Dane te ttumacza
produkcjg interferonu lub czynnikéw interferonowo
podobnych przez ryby, ktore sa indukowane pod wpty-
wem kontaktu z wirusem. Jesli IFN jest gtéwnym czyn-
nikiem ochrony przeciwko ISAV, te badania popieraja
obserwacje, ze tylko ryby z ostrym zakazeniem zakazng
martwica trzustki sa chronione przed ISAV, jakkolwiek
niespecyficzna odpowiedz immunologiczna moze by¢
spowodowana innymi czynnikami niz interferon. O tego
typu infekcji mieszanej pisano juz wczesniej, w 1995 .
Melby i Falk (21) stwierdzili, ze zakazenie wirusem
IPN tkanek zainfekowanych wczesniej wirusem ISA
nie wplywa na zmniejszenie tego zakazenia.

Koinfekcja birnawirus (IPNV)-alfawirus (SAV)

Badania koinfekcji birnawirus—alfawirus nie spoty-
ka si¢ czgsto w literaturze. Tylko nieliczni naukowcy
pokusili si¢ o przeprowadzenie badan w tym kierunku,
wysnuwajac ciekawe wnioski. Wirus $pigczki ryb toso-
siowatych (SAV) nalezy do rodzaju Alphavirus, rodziny
Togaviridae. Wystgpuje sze$¢ podtypow, ktére umownie
okreslane sg jako jeden SAV.

Badania nad wirusem IPN oraz SAV prowadzili m.in.
Abdullah 1 wsp. (1). Podeszli oni do tego tematu od
innej strony niz czyniono to dotychczas. Sprawdzali
odpornos$¢ tososi atlantyckich na zakazenie wirusem
IPN poprzez wczesniejsze szczepienie ryb szczepionkg
zawierajacg konstrukty z biatkiem poliproteing pSAV/
PP oraz biatkiem VP2 pSAV/pVP2. Zaobserwowano
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istnienie od niskiej lub $redniej ochrony przeciwko
IPNV u ryb immunizowanych szczepionka z repli-
konem pSAV/PP, natomiast u ryb immunizowanych
szczepionka z innym konstruktem (pSAV/pVP2) nie
obserwowano ochrony przed wirusem IPN. Shotheim
Sven Amund (dane niepublikowane) badat wptyw wiru-
sa zakaznej martwicy trzustki oraz wirusa $pigczki ryb
tososiowatych na komorki liniit CHSE-214. Stwierdzit,
ze SAV zaktoca replikacje wirusa IPN, a nie odwrotnie.
SAV indukuje powstawanie interferonu IFN-a oraz Mx
w komorkach CHSE-214, w przeciwienstwie do IPNV.
Potwierdzil, Ze nie jest do konca pewne, czy inne cy-
tokiny o aktywnosci przeciwwirusowej nie sg rowniez
zaangazowane w mechanizmy obronne.

Jak wida¢ z przytoczonych danych pismiennictwa,
wirus zakaznej martwicy trzustki ryb tososiowatych
(IPNV) lubi wspotistnie¢ z innymi wirusami i czesto
odnotowuje si¢ przypadki, kiedy ryba jest zakazona
dwoma lub wigcej czynnikami chorobotworczymi.
Wirus ten, jesli nie jest patogenny, nie wptywa nega-
tywnie na zdrowotno$¢ ryby, a moze ja chronié¢ przed
zakazeniem innym wirusem, nie doprowadzajac do jej
$mierci np. przed IHNV. Pomimo iz wielu naukowcow
juz od lat 70. porusza problem koinfekcji z udziatlem
wirusa IPN, to jednak nie do konica wiadomo, dlaczego
tak si¢ dzieje, ze IPNV namnaza si¢ w wigkszym stopniu
niz IHN, ze nie konkuruje w taki sam sposob z innymi
wirusami, jak np. z VHS, czy ze jego namnazanie zosta-
je zaklocone przez SAV. Wyjasnienia sg rozne i gtdwnie
mowi si¢ 0 mechanizmach obronnych organizmu pod
wplywem czynnikéw chorobotwodrczych, o wytwarza-
niu interferonu lub innych czynnikéw interferonowo
podobnych, ale tez niektorzy twierdza, ze to wszystko
spowodowane jest mutacjami w danym genie. Warto
byltoby si¢ pokusi¢ o przeprowadzenie kolejnych badan
1 sprawdzenie wszystkich mozliwos$ci zakazenia in vivo
1 in vitro, a takze z r6znymi kombinacjami szczepow
wirusa oraz przeanalizowanie genomu wirusa [PN.
Moze wtedy udatoby si¢ potwierdzi¢ lub zaprzeczy¢
tezom postawionym dotychczas i wyjasni¢ mechanizmy
koinfekcji.
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