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OUTBREAK OF SPRING 
VIRAEMIA OF CARP 
IN PRIVOLZHSKY FEDERAL DISTRICT IN 2014 

ВСПЫШКА ВЕСЕННЕЙ 
ВИРЕМИИ КАРПОВЫХ РЫБ 
В ПРИВОЛЖСКОМ ФЕДЕРАЛЬНОМ ОКРУГЕ РФ В 2014 ГОДУ

SUMMARY
Two isolates of spring viraemia of carp virus were detected when testing 30 samples of 
carp pathological material by virus isolation using EPC and FHM cell lines and by sandwich 
ELISA, IFA, leucocyte agglutination test, RT-PCR, and real time RT-PCR in the RF Privolzhsky 
Federal District in May 2014. Infectivity titres as well virus antigen concentration in carp 
pathological material were determined. 

Key words: isolates of spring viraemia of carp virus, Rhabdoviridae family, 
Novirhabdovirus genus, Caprio Novirhabdovirus species, Privolzhsky Federal District. 

РЕЗЮМЕ
В мае 2014 г. в Приволжском федеральном округе Российской Федерации при ис-
следовании 30 проб патологического материала карповых рыб методами вирусвы-
деления в клеточных линиях EPC и FHM, сэндвич-варианта ИФА, РИФ, РАЛ, ОТ-ПЦР, 
ОТ-ПЦР-РВ были выявлены 2 изолята вируса весенней виремии карпа. Определены 
титры инфекционной активности и концентрация антигена вируса в патологиче-
ском материале карповых рыб.

Ключевые слова: изоляты вируса весенней виремии карпа, семейство 
Rhabdoviridae, род Novirhabdovirus, вид Caprio Novirhabdovirus, Приволжский 
федеральный округ. 
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БОЛЕЗНИ РЫБ
FISH DISEASE

ВВЕДЕНИЕ
Весенняя виремия карпа (ВВК, SVC) — высококон-

тагиозное вирусное заболевание карповых рыб, про-
являющееся в форме экссудативно-геморрагического 
синдрома с высокой летальностью [1, 8]. Возбудитель 
принадлежит к  порядку Mononegavirales, семейству 
Rhabdoviridae, роду Novirhabdovirus, виду Caprio 
Novirhabdovirus [6].

Эпизоотии ВВК регистрируют у карпа, а также 
у обыкновенного сома, золотого карася, белого амура, 
белого и пестрого толстолобиков при выращивании 
последних в поликультуре с карпом. Вспышки заболе-
вания обычно возникают у годовиков в весеннее время 
(апрель – начало июня), но иногда и в осенний период. 
Наиболее остро ВВК протекает при температуре воды 
11–17°С и затухает при 18°С и выше [1, 6, 8].

Данная инфекция включена в перечень заболева-
ний, обязательно декларируемых Всемирной органи-
зации здравоохранения животных (МЭБ, OIE) [6]. ВВК 
распространен в  европейских странах с  развитым 
карповодством, для которых свойственен достаточно 
продолжительный зимний период с низкими темпе-
ратурами. Природные очаги ВВК выявлены в Красно-
дарском крае, Ростовской области, Центрально-Черно-
зёмной зоне РФ, Украине, Молдавии, Белоруссии, Литве 
и Грузии. В 2003–2005 гг. зарегистрированы вспышки 
ВВК в Московской и Тверской областях. Во многих хо-
зяйствах данное заболевание перешло в хроническую 
форму. В некоторых рыбохозяйствах у аквакультуры 
было установлено вирусоносительство ВВК без нали-
чия клинических признаков заболевания (Владимир-
ская, Московская, Калужская, Кировская области) [1, 5].

Согласно Руководству МЭБ, диагноз ВВК ставят на 
основании анализа эпизоотологических данных, кли-
нических признаков и патологоанатомических изме-
нений, подтвержденных результатами лабораторной 
диагностики. При клиническом осмотре у рыб, пора-
женных вирусом ВВК, отмечают вялость, экзофтальм, 
увеличение передней части брюшка, анемию, точечные 
кровоизлияния в периокулярной соединительной тка-
ни. При вскрытии в полости тела рыбы обнаруживают 
множественные кровоизлияния на серозных оболочках 
внутренних органов и мышечной ткани, анемичность 
печени, почки и селезёнки. Однако клиническая карти-
на и патологоанатомические изменения при вирусных 
болезнях рыб не являются патогномоничными, поэто-
му их подтверждают результатами лабораторной диа-
гностики, которая предусматривает вирусвыделение 
в чувствительных клеточных линиях, серологическую 
идентификацию антигена с помощью ИФА и РИФ, а так-
же выявление РНК вируса ВВК в ОТ-ПЦР и ОТ-ПЦР-РВ [6].

Цель исследований — провести комплексный лабо-
раторный анализ 30 проб патологического материала 

зеркального карпа, толстолобика и белого амура, ото-
бранных из рыбоводческих хозяйств Приволжского 
федерального округа в мае 2014 г.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Вирусы. В качестве положительных контролей ис-

пользовали штамм «Яяла» вируса ВВК, штамм «Аркус 
32/87» вируса инфекционного некроза гемопоэтиче-
ской ткани (ИНГТ) и штамм «Аланд» вируса геморра-
гической септицемии (ВГС) лососевых рыб с титрами 
инфекционной активности 7,0–7,5 lg ТЦД50/см3. Указан-
ные штаммы получены из Государственного научно-ис-
следовательского института ветеринарии и сельского 
хозяйства (г. Хельсинки, Финляндия) и депонированы 
в КШМ ФГБУ «ВНИИЗЖ».

Клеточные линии. Согласно Руководству МЭБ, для 
выделения вируса ВВК из патологического материала 
применяли культуру клеток папулезной эпителиомы 
карпа (ЕРС) и хвостового стебля черного толстоголова 
(FHM).

Отбор проб патологического материала проводи-
ли согласно «Методическим рекомендациям по отбору 
проб патологического материала от рыб» [3].

Вирусвыделение из патологического материала 
в  культурах клеток рыб проводили в  соответствии 
с Руководством МЭБ. Титр инфекционной активности 
определяли согласно методике Рида и Менча [4]. 

Реакция агглютинации латекса (РАЛ). В работе при-
меняли белые полистирольные латексные частицы 
(ООО «Диафарм», г. Санкт-Петербург) с концентрацией 
поверхностных -NH2-групп 1,98 мкг-экв/м2, диаметром 
микросфер 340 нм. Латексные диагностикумы синтези-
ровали в ФГБУ «ВНИИЗЖ» на основе поликлональных 
антител против антигена вируса ВВК и применяли для 
исследования патматериала карповых рыб. Анализ 
проводили по стандартной схеме, описанной Molina-
Bolivar J.A. [7].

Наборы реактивов. В работе использовали диа-
гностический набор для обнаружения вируса ВВК в ТФ 
прямом сэндвич-варианте ИФА (Test-line, Чехия), набор 
для выявления вируса ВВК методом РИФ (Cypress, Бель-
гия). Для выделения РНК вируса ВВК применяли набор 
реактивов «РИБО-сорб вариант 100» ФБУН ЦНИИ эпи-
демиологии Роспотребнадзора.

Определение концентрации антигена вируса ВВК, 
выраженной в мкг/мл, проводили в ТФ прямом сэнд-
вич-варианте ИФА с помощью градуировочного графи-
ка (по 3 измерениям) на портативном многоканальном 
спектрофотометре (построение кривой проводили 
с использованием компьютерной программы Magellan 
for F50 V 7.0) согласно наставлениям фирмы-произво-
дителя.

Праймеры. В соответствии с Руководством МЭБ для 
выявления РНК вируса ВВК методом гнездовой ОТ-ПЦР 
применяли праймеры, синтезированные на предпри-
ятии «Амплипрайм», структура которых представлена 
в табл. 1.

Таблица 1
Структура праймеров для выявления РНК вируса ВВК  
в гнездовой ОТ-ПЦР

Этапы 
гнездовой ПЦР Название праймеров Структура олигонуклеотида Исследуемый участок 

кДНК
Размер ампликона 

п.н.

1
SVCV F*1 5’-TCT-TGG-AGC-CAA-ATA-GCT-CAR-RTC-3’

390-1103 н.п. гена G 714
SVCV R**2 5’-AGA-TGG-TAT-GGA-CCC-CAA-TAC-ATH-CAN-CAY-3’

2
SVCV F1 5’-TCT-TGG-AGC-CAA-ATA-GCT-CAR-RTC-3’

405-1010 н.п. гена G 606
SVCV R4 5’-CTG-GGG-TTT-CCN-CCT-CAA-AGY-TGY-3’

*F — прямой праймер, **R — обратный праймер.
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Обратная транскрипция (ОТ). Для получения кДНК 
вируса ВВК готовили 20 мкл смеси, состоящей из 2 мкл 
10х буферного раствора (50 мМ трис, рН 8,3, 75 мМ КСl, 
10 мМ DTT), 2,4 мкл MgCl2 (25 мМ), 8 мкл смеси dNTP 
(10 мМ), 1 мкл RNase Inhibitor (20 U/мкл), 2,6 мкл деиони-
зированной воды, 1 мкл SVCV R2 праймера (100 пмоль), 
1 мкл обратной транскриптазы (Promega), 2 мкл элюата 
РНК.

Полимеразная цепная реакция. Для проведения ПЦР 
готовили 50 мкл смеси, состоящей из 10 мкл 5х ПЦР-
буферного раствора (50 мМ KCl, 10 мМ трис/HCl, 0,1% 
тритон Х-100), 6 мкл MgCl2 (25 мМ), 2 мкл смеси dNTP 
(10 мМ), 2 мкл SVCV R2 праймера (50 пмоль) и 2 мкл 
SVCV F1 праймера (50 пмоль), 0,5 мкл Taq-полимеразы, 
25 мкл деионизированной воды, 2,5 мкл кДНК. Полу-
ченную смесь подвергали термоциклированию при 
следующих режимах: 1 мин при 95°С, 1 мин при 55°С, 
1 мин при 72°С в течение 35 циклов. На заключитель-
ном этапе смесь прогревали в течение 10 мин при 72°С. 
Полученные фрагменты гена G вируса ВВК размером 
714 п.н. детектировали с помощью электрофореза в 2% 
агарозном геле.

Для проведения второй ПЦР готовили 50 мкл смеси, 
состоящей из компонентов для первой ПЦР. При этом 
SVCV F2 праймер заменяли на SVCV R4. Режим термоци-
клирования не изменяли. Полученные фрагменты гена 
G вируса ВВК размером 606 н.п. детектировали с помо-
щью электрофореза в 2% агарозном геле [6].

Обратная транскрипция – полимеразная цепная ре-
акция в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ). Анализ 
проводили по стандартной методике [6].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБС У ЖДЕНИЕ
В мае 2014  г. в  ряде рыбоводческих хозяйств 

Приволжского федерального округа сотрудниками 
ФГБУ «ВНИИЗЖ» был проведен отбор и исследование 
30 проб патологического материала от зеркального 
карпа, белого толстолобика и белого амура на ВВК. От-
лов рыбы осуществляли из прудовой воды с темпера-
турой 14°С, при которой наиболее вероятна репродук-

ция вируса ВВК [5]. В соответствии с Руководством МЭБ, 
каждая проба была сформирована из 20–30 рыб [3, 6]. 
Конечной целью отбора проб являлось обнаружение 
возбудителя болезни в  рыбоводном хозяйстве не 
только при гибели рыбы, но и при появлении первых 
клинических признаков и на скрытое вирусоноситель-
ство. Явные клинические признаки ВВК, за исключени-
ем вялости рыбы, отсутствовали. Органолептические 
показатели были в  норме. Патологоанатомические 
изменения рыб отсутствовали, кроме двух проб, в ко-
торых у некоторых рыб были обнаружены единичные 
незначительные кровоизлияния на серозных оболоч-
ках внутренних органов и мышечной ткани, что свиде-
тельствовало о начальной стадии болезни.

После оценки эпизоотологических данных, кли-
нических признаков и патологоанатомических изме-
нений карповых рыб в  ФГБУ  «ВНИИЗЖ» проводили 
комплексное исследование 30 отобранных проб пат-
материала. Осуществляли выделение вируса из пато-
логического материала в  перевиваемых клеточных 
линиях EPC и FHM, чувствительных к данному вирусу 
[2], в течение 3 последовательных пассажей. Результа-
ты анализа представлены в табл. 2. 

По результатам первого пассажа, проводимого 
в течение 10 суток, титры инфекционной активности 
вируса ВВК из проб 444/4 и 444/6 составляли в куль-
туре клеток EPC 4,55±0,13 и 4,94±0,11 lg ТЦД50/см3 со-
ответственно, в  клеточной линии FHM — 4,50±0,14 
и 4,95±0,11 lg ТЦД50/ см3 соответственно. Эпизоотически 
значимым является титр вируса 5,0 lg ТЦД50/см3 и выше. 
Учитывая, что по итогам третьего пассажа уровни нако-
пления вируса ВВК увеличились до 5,03–5,07 lg ТЦД50/ см3 

(для пробы 444/4) и 5,44–5,47 lg ТЦД50/см3 (для пробы 
444/6), дальнейшая репродукция патогена в организме 
рыбы при оптимальных условиях среды вызвала бы ее 
массовую гибель. По этой причине на территории оча-
га инфекции необходимо было провести комплексные 
ветеринарно-санитарные и карантинные мероприятия, 
уничтожить промысловую ихтиофауну пруда на терри-
тории очага болезни и ограничить торговлю.

Таблица 2 
Результаты выделения вируса ВВК из патматериала карповых рыб 
(пробы 444/4 и 444/6) (n=3)

Шифр 
пробы

Накопление вируса 
в культуре клеток ЕРС, lg ТЦД50/см3

Выделение вируса 
в культуре клеток FHM, lg ТЦД50/см3

1 пассаж 2 пассаж 3 пассаж 1 пассаж 2 пассаж 3 пассаж

444/4 4,55±0,13 4,81±0,14 5,07±0,12 4,50±0,14 4,91±0,10 5,03±0,13

444/6 4,94±0,11 5,23±0,12 5,44±0,15 4,95±0,11 5,30±0,15 5,47±0,10

Рис. 1. Результаты исследования в РАЛ проб 444/4 (А) и 444/6 (Б) на ВВК
(В — положительный контроль на ВВК, Г — отрицательный контроль на ВВК)
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Для быстрого выявления вируса ВВК 30 проб пато-
логического материала карповых рыб анализировали 
в реакции агглютинации латекса (РАЛ), результаты ко-
торой отражены на рис. 1. В качестве положительного 
и отрицательного контролей применяли суспензию 
клеток ЕРС, инфицированную и не инфицированную 
вирусом ВВК с титром накопления 6,0 lg ТЦД50/см3.

Как видно из рис. 1, пробы 444/4 и 444/6 вызывали 
формирование агглютинации, что свидетельствовало 
о содержании в них антигена вируса ВВК. При анализе 
остальных 28 проб патматериала карповых рыб были 
получены отрицательные результаты.

Серологическую идентификацию вируса ВВК про-
водили также методом РПИФ, исследуя монослой 
культуры клеток EPC и FHM, пораженный в результате 

первого пассажа вируссодержащего патологического 
материала (пробы 444/1-30). В качестве положительно-
го контроля применяли штамм «Яяла» вируса ВВК. Для 
подтверждения специфичности использовали штамм 
«Аркус 32/87» вируса ИНГТ и штамм «Аланд» вируса 
ВГС лососевых рыб. Отрицательным контролем служил 
клеточный монослой EPC и FHM, не инфицированный 
вирусами ВВК, ИНГТ и ВГС. Результаты исследования от-
ражены на рис. 2 и в табл. 3.

Как следует из рис. 2 и табл. 3, по результатам РПИФ 
монослои культур клеток EPC и FHM были инфициро-
ваны вирусом ВВК и проявили отрицательную реакцию 
с антителами против антигенов гетерологичных виру-
сов (ИНГТ, ВГС). Таким образом, по результатам РПИФ 
исследуемые пробы 444/4 и 444/6 содержали вирус 
ВВК. При оценке монослоя, обработанного остальными 
28 пробами патматериала карповых рыб, специфичные 
комплексы с антителами против вируса ВВК не форми-

Таблица 3
Идентификация в РПИФ изолятов вируса ВВК, выделенных из проб 444/4 и 444/6 (n=3) 

Проба 444/4 Проба 444/6 К+ ВВК К– ВВК К+ ИНГТ К– ИНГТ К+ ВГС К– ВГС

Исследование на ВВК ++++ ++++ ++++ – – – – –

Исследование на ИНГТ – – – – ++++ – – –

Исследование на ВГС – – – – – – ++++ –

«–» — отсутствие специфичного флуоресцентного свечения (отрицательный результат);
«++++» — наиболее яркое четкое свечение (положительный результат).

Рис. 2. Результаты исследования в РПИФ проб 444/4 (А) и 444/6 (Б) на ВВК 
(В — положительный контроль на ВВК, Г — отрицательный контроль на ВВК)
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Таблица 4
Идентификация в сэндвич-варианте ИФА вируса ВВК, 
выделенного из проб 444/4 и 444/6 (Оренбургская область) (n=3) 

Исследуемые образцы
Значения оптической плотности

Исследование на ВВК Исследование на ИНГТ Исследование на ВГС

Проба 444/4 1,341±0,091 0,091±0,013 0,075±0,011

Проба 444/6 1,422±0,110 0,077±0,012 0,092±0,008

К+ ВВК1 1,755±0,101 0,065±0,010 0,070±0,011

К– ВВК2 0,081±0,008 0,086±0,011 0,074±0,013

К+ ИНГТ3 0,087±0,012 1,894±0,112 0,079±0,012

К– ИНГТ4 0,091±0,009 0,076±0,011 0,090±0,010

К+ ВГС5 0,062±0,012 0,075±0,008 1,862±0,011

К– ВГС6 0,071±0,011 0,081±0,014 0,069±0,005

ТБСТ 0,061±0,010 0,063±0,009 0,055±0,007

1  суспензия клеток EPC, инфицированная вирусом ВВК с титром накопления 6,0 lgТЦД50/см3;
2  суспензия клеток EPC, не зараженная вирусом ВВК;
3  суспензия клеток RTG-2, инфицированная вирусом ИНГТ с титром накопления 6,0 lgТЦД50/см3;
4  суспензия клеток RTG-2, не зараженная вирусом ИНГТ;
5 суспензия клеток RTG-2, инфицированная вирусом ВГС с титром накопления 6,0 lgТЦД50/см3;
6 суспензия клеток RTG-2, не зараженная вирусом ВГС.

А Б В Г
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ровались, что свидетельствовало об отсутствии данно-
го вируса в пробах.

С целью выявления антигена вируса ВВК 30 проб 
патологического материала карповых рыб из хозяйств 
Приволжского федерального округа исследовали 
в ТФ прямом сэндвич-варианте ИФА. Проводили ка-
чественный и  количественный анализ содержания 
антигена вируса ВВК в  супернатанте патматериала. 
В качестве безантигенного контроля использова-
ли трис-солевой буферный раствор с добавлением 
0,1% твина-20 (ТБСТ). Результаты исследования пред-
ставлены в табл. 4.

Как следует из табл. 4, пробы 444/4 и 444/6 содержа-
ли вирус ВВК. С помощью калибровочной кривой опре-
делили, что концентрация антигена вируса ВВК в про-
бах 444/4 и 444/6 составляла 1,34 мкг/мл и 3,29 мкг/мл 
соответственно. При исследовании остальных 28 проб 
патматериала карповых рыб антиген вируса ВВК не был 
выявлен.

Для молекулярно-биологической идентификации 
вируса ВВК в исследуемых пробах карповых проводили 
ОТ-ПЦР с выявлением ампликонов в 2% агарозном геле 
и ОТ-ПЦР-РВ с флуоресцентной детекцией результатов. 
Полученные данные отражены на рис. 3 и 4.

Методом ОТ-ПЦР-РВ оценивали титры нако-
пления вируса ВВК, которые составляли 4,50±0,15 
и  4,90±0,13  lg  ТЦД50/см3 соответственно, что было 
подтверждено результатами метода вирусвыделе-

ния в культурах клеток EPC и FHM. При исследовании 
остальных 28 проб патматериала карповых рыб РНК 
вируса ВВК не были выявлены.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований 30 проб 

патологического материала карповых рыб, отобранных 
в рыбоводческих хозяйствах Приволжского федераль-
ного округа, были обнаружены 2 изолята вируса ВВК. 
Для быстрого выявления возбудителя заболевания ис-
пользовали методы РАЛ и ОТ-ПЦР-РВ, по итогам прове-
дения которых были получены позитивные результаты. 
Положительный диагноз был подтвержден методами 
вирусвыделения из патматериала в культурах клеток 
EPC и FHM, РПИФ, ТФ сэндвич-вариантом ИФА и ОТ-ПЦР. 
Были определены титры инфекционной активности 
и концентрация антигена вируса ВВК. Дальнейшая ра-
бота по изучению биологических свойств выделенных 
изолятов вируса ВВК будет направлена на доказатель-
ство их этиологической роли в процессе постановки 
биопробы и определение различия нуклеотидного со-
става генов N и G изолятов с помощью секвенирования. 
На основе полученных результатов планируется прове-
дение депонирования изученных изолятов вируса ВВК 
в КШМ ФГБУ «ВНИИЗЖ».
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Рис. 3. Результаты исследования проб 444/4 и 444/6 на 
ВВК методом ОТ-ПЦР

Рис. 4. Результаты исследования проб 444/4 и 444/6 
на ВВК методом ОТ-ПЦР-РВ
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