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Wiosenna wiremia karpi jest chorobą wywoływaną 
przez wirusa SVC (spring viremia of carp) należące-
go do rodzaju Vesiculovirus, rodziny Rhabdoviridae. 
Materiałem genetycznym wirusa SVC jest kwas 
rybonukleinowy (RNA). Niesegmentowany genom 
wirusa składa się z 11,019 nukleotydów kodujących 
pięć głównych białek: nukleoproteinę (N), fosfoprote-
inę (P), białko macierzy (M), glikoproteinę (G), RNA 
zależną polimerazę (L) (6, 14). Wirus dostaje się do 
gospodarza przez skrzela, a stąd rozprzestrzenia się na 
wątrobę, nerkę, śledzionę, układ pokarmowy. Może 
być identyfikowany również w odchodach. W efekcie 
ingerencji wirusa pojawiają się problemy z oddycha-
niem, brak koordynacji ruchowej, ryby zaczynają 
pływać na boku. Obserwuje się również wysadzenie 
gałek ocznych, obrzęk ciała związany z obecnością 
płynu w jamie ciała oraz wybroczyny w skórze, oczach 
i u nasady płetw (2, 15).

Pierwszy raz wirus SVC był wyizolowano w Jugo- 
sławii w  1970  r., skąd rozprzestrzenił się na inne 
kraje centralnej i południowej Europy. Jego obecność 

diagnozowano w USA, Kanadzie, Chinach i Brazylii 
(7-9, 11). Najczęściej występuje u karpi (Cyprinus 
carpio) i  karpi koi (Cyprinus carpio), rzadziej jego 
obecność identyfikowano u innych ryb karpiowatych 
np. amurów (Ctenopharyngdon idella), tołpyg białych 
(Hypophthalmichthys molitrix) i pstrych (Aristhichthys 
mobilis), karasi srebrzystych (Carassius auratus) 
i pospolitych (Carassius carassius) czy linów (Tinca 
tinca) (2). Wirus atakuje ryby głównie wiosną, gdy po 
zimie temperatura wody wzrasta (1, 4).

Polska jest krajem, który obok Niemiec jest naj-
większym importerem karpia w Europie, jednak roz-
miar europejskiej akwakultury wydaje się znikomy 
w porównaniu z akwakulturą azjatycką. (13). Według 
danych FEAP z 2017 r. Polska i Czechy znajdują się 
na pierwszym miejscu w  Europie w  produkcji kar-
pia – 18 000 ton rocznie. W związku z powyższymi 
danymi ważne jest, aby karp polski był jak najlepszy 
jakościowo i  wolny od chorób, w  tym również od 
wiosennej wiremii karpi, herpeswirusa koi (3) czy 
wirusa obrzęku karpia (12), czyli głównych chorób 
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karpi. W  przeciwnym razie poważne konsekwencje 
dotknęłyby hodowców tych ryb, a tym samym polską 
akwakulturę, dlatego ważne jest monitorowanie stanu 
zdrowotnego karpi i  ryb karpiowatych. W ostatnich 
latach obserwuje się spadek przypadków zachorowań 
na wiosenną wiremię karpia. Może to wynikać zarów-
no z większej świadomości hodowców, jak i dbałości 
o  jakość produkowanych karpi, ale też może być to 
wynik nie zgłaszania do laboratoriów przypadków 
chorób ryb. Mimo to, wirus wiosennej wiremii karpi 
jest stale obecny na terenie Polski, ponieważ poje-
dyncze przypadki są diagnozowane przez laboratoria 
ZHW, głównie w Bydgoszczy oraz Zakład Chorób Ryb 
Państwowego Instytutu Weterynaryjnego w Puławach 
(ZCHR PIWet-PIB). Pierwszy przypadek wirusa został 
zdiagnozowany w 2000 r. przez zespół wirusologiczny 
ZCHR PIWet-PIB.

Analiza filogenetyczna bazująca na regionie genu 
glikoproteiny pozwoliła podzielić izolaty SVCV ze 
względu na rozmieszczenie geograficzne na 4 geno-
grupy: Ia zawiera izolaty pochodzące z Azji, geno-
grupy Ib i Ic zawierają izolaty z Mołdawii, Ukrainy, 
Rosji, natomiast genogrupa Id – izolaty z Europy, UK 
i części byłego Związku Radzieckiego (5, 11, 16, 17). 
Celem badań była analiza filogenetyczna i określenie 
przynależności izolatów wirusa wiosennej wiremii 
karpi występujących na terenie Polski do odpowiedniej 
genogrupy.

Materiał i metody
Od 2000 do 2017 r. zebrano łącznie 21 próbek z  róż-

nych województw Polski. Próbki do badania pochodziły 
z karpiowych gospodarstw rybackich zlokalizowanych na 
terenie Polski, głównie w części południowej i południowo-
-wschodniej. Tylko jedna badana próbka w ilości 30 sztuk 
ryb pochodziła od karasi, pozostałe od karpi. Narządy we-
wnętrzne (nerka, serce) od maksimum 10 ryb były łączone 
w  jedną zbiorczą próbkę, następnie poddawane obróbce 
poprzez homogenizowanie wraz z płynem transportowym 
złożonym z następujących komponentów: Eagle’s MEM, 
antibiotic-antimycotic z buforem Tris, pH 7,6. Przygoto-
wane próbki wirowano przez 15 minut, przy prędkości 
3000  × g. Supernatant filtrowano za pomocą sączków 
0,45 µm, a  następnie zakażano przygotowane wcześniej 
linie komórkowe.

Izolacja wirusa w liniach komórkowych. Do izolacji 
wirusa SVC wykorzystano linie komórkowe EPC (epi-
thelioma papulosum cyprini – komórki epitelialne karpia) 
i FHM (Fat head minnow – komórki epitelialne ciernika 
promienistego) przygotowane na płytkach 24-dołkowych 
ze świeżym medium (buforowany Eagle’s MEM z Trisem 
i  10% surowicą bydlęcą). Następnie przygotowane linie 
komórkowe zakażano 150 µl supernatantu z homogenatu 
badanej próbki i inkubowano w cieplarce w temperaturze 
21°C ± 2°C. Po otrzymaniu efektu cytopatycznego komórki 
linii komórkowej zbierano w celu izolacji materiału gene-
tycznego RNA wirusa SVC.

Izolacja RNA. Do izolacji RNA użyto komercyjnego 
zestawu Total RNA Mini, firmy A&A Biotechnology i po-

stępowano według instrukcji producenta. RNA rozpusz-
czano w 100 µl wody czystej od RNAz i przechowywano 
w temperaturze poniżej –20°C do dalszych analiz.

Reakcję odwrotnej transkrypcji i  amplifikacji cDNA 
przeprowadzano przy użyciu zestawu Super Script One 
Step RT-PCR with Platinum Taq (Invitrogen, USA). Mie-
szanina reakcyjna zawierała 5 µl of RNA, 2 × Reaction Mix 
(zawierający mieszaninę 0,4 mM dNTP-ów oraz 2,4 mM 
MgSO4), RT/Platinum Taq mix, 10 µM specyficzne startery 
oraz wolną od RNAz wodę. Startery specyficzne dla genu 
glikoproteiny (G) zaprojektowane przez Koutna i  wsp. 
(11) umożliwiały amplifikację fragmentu wielkości 470 pz. 
Reakcję odwrotnej transkrypcji przeprowadzono w nastę-
pujących warunkach temperaturowo-czasowych: 50°C 

Ryc. 2. Drzewo filogenetyczne skonstruowane przy użyciu 
metody Neighbor-Joining i programu Mega 6.06

Ryc. 1. Elektroforegram potwierdzający obecność materiału 
genetycznego wirusa SVC o wielkości 470 par zasad
Objaśnienia: M – marker wielkości; K+ kontrola dodatnia, ma-
teriał odniesienia – RNA izolatu referencyjnego; K – kontrola 
ujemna; 1-5 – RNA badanych próbek terenowych

470 pz

M    K+   K–    1     2     3     4     5
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przez 30 min wraz ze wstępną denaturacją 2 min w 94°C, 
następnie zastosowano 35 cykli składających się z denatu-
racji 15 sek. w 94°C, hybrydyzacji starterów przez 1 min 
w 52°C oraz elongacji łańcucha przez 1 min w 68°C. Proces 
amplifikacji zakończono elongacją trwającą 7 min w temp. 
68°C. Jako dodatniej kontroli użyto izolatu referencyjnego 
SVCV 56/70, należącego do genogrupy Id, wyizolowanego 
w 1970 r. od karpia. Izolat ten został opisany przez Stone’a 
i wsp. (17), a jego sekwencja dostępna jest w Gene Bank 
pod numerem AJ538061. Produkt reakcji PCR uwidacznia-
no w 2% żelu agarozowym z bromkiem etydyny. Wielkość 
produktu, tak jak oczekiwano, odpowiadał 470 pz (ryc. 1). 
Otrzymane produkty sekwencjonowano w firmie Geno-
med w Warszawie, a następnie analizowano je za pomocą 
programów: FinchTV 1.4.0. oraz Mega 6.06. Większość 
sekwencji polskich izolatów została zamieszczona w bazie 
Gene Bank, otrzymując swój numer akcesyjny. Drzewo 
filogenetyczne skonstruowano za pomocą metody najbliż-
szego sąsiada Neighbour-Joining w programie MEGA 6.06 
(ryc. 2). Podobieństwo między izolatami określono na za 
pomocą programu CLUSTAL Omega (tab. 3).

Wyniki i omówienie
We wszystkich badanych próbkach w pierwszym 

pasażu obserwowano efekt cytopatyczny (CPE), za-
równo na linii komórkowej EPC, jak i FHM. Reakcja 
odwrotnej transkrypcji potwierdziła obecność wirusa 
SVC w komórkach i supernatancie z linii komórko-
wych poprzez obecność specyficznych prążków w żelu 
agarozowym. Otrzymane sekwencje polskich izolatów 
porównano do sekwencji izolatów pochodzących 
z  bazy Gene Bank. Dane na temat wykorzystanych 
izolatów do konstrukcji drzewa filogenetycznego za-
mieszczono w tab. 1.

Większość polskich izolatów wirusa SVC tworzy 
jedną genogrupę Id, z której można wyodrębnić trzy 
podgrupy. Izolaty z podgrupy pierwszej wykazują duże 
podobieństwo do izolatu AY196200 pochodzącego 
z  Czech, co mogłoby sugerować niekontrolowany 
handel z tym państwem. Podgrupa zawierająca izolaty 
KF983461 oraz KF983463 jest bliżej spokrewniona 
z belgijskim izolatem referencyjnym Z37505 zwanym 

Fijan, od nazwiska odkrywcy. 
Kolejną podgrupę tworzą izolaty 
KF983457 oraz KF983470 wraz 
z izolatem EF593149 pochodzą-
cym ze Stanów Zjednoczonych.

Odrębną genogrupę Ia two-
rzą izolaty pochodzące z  Chin 
i  Stanów Zjednoczonych do 
których duże podobieństwo wy-
kazują polskie izolaty KF983466 

Tab. 1. Izolaty użyte w celu skonstruowania drzewa filogenetycznego metodą neigh-
bour-joining

Nazwa izolatu Miejsce pochodzenia wirusa  
(kraj, województwo) Gatunek ryby Rok izolacji 

wirusa

KF983454 Polska, świętokrzyskie Cyprinus carpio 2010

KF983455 Polska, podkarpackie Cyprinus carpio 2010

KF983456 Polska, podkarpackie Cyprinus carpio 2010

KF983457 Polska, kujawsko-pomorskie Cyprinus carpio 2006

KF983458 Polska, śląskie Cyprinus carpio 2008

KF983459 Polska, zachodniopomorskie Cyprinus carpio 2008

KF983460 Polska, lubelskie Cyprinus carpio 2010

KF983461 Polska, zachodniopomorskie Cyprinus carpio 2005

KF983462 Polska, zachodniopomorskie Cyprinus carpio 2005

KF983463 Polska, podkarpackie Cyprinus carpio 2005

KF983464 Polska, podkarpackie Cyprinus carpio 2005

KF983465 Polska, łódzkie Cyprinus carpio 2004

KF983466 Polska, śląskie Crucian carp, 
Carassius carassius L.

2000

KF983467 Polska, podkarpackie Cyprinus carpio 2001

KF983468 Polska, lubelskie Cyprinus carpio 2002

KF983469 Polska, lubelskie Cyprinus carpio 2004

KF983470 Polska, lubelskie Cyprinus carpio 2000

KF983471 Polska, śląskie Cyprinus carpio 2011

KF983472 Polska, lubelskie Cyprinus carpio 2011

KF983473 Polska, lubelskie Cyprinus carpio 2012

13svc Polska, wielkopolskie Cyprinus carpio 2013

AY196200 Czechy Cyprinus carpio –

Z37505.1 Belgia Cyprinus carpio –

EF593149 USA Cyprinus carpio –

EU370915 Chiny Cyprinus carpio –

AY842489 Chiny Cyprinus carpio –

AY842484 Chiny Cyprinus carpio –

Tab. 2. Mutacje punktowe: tranzy-
cje i  transwersje między izolatami 
pochodzącymi z genogrupy Ia i Id

Pozycja w genie Zmiana punktowa

    3 C → T

  25 A → G

  48 G → A

  78 G → A

  96 G → A

100 C → T

105 A → G

120 C → T

129 T → C

138 C → T

159 T → C

210 C → A

240 A → G

246 G → A

252 C → T

261 T → C

312 C → T

318 T → C

360 C → T
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i KF983471 zidentyfikowane na terenie województwa 
śląskiego. Polskie izolaty różnią się od pozostałych 
w analizowanej sekwencji w 19 miejscach. Są to mu-
tacje punktowe: piętnaście tranzycji i trzy transwersje 
(tab. 2).

Największa liczba przypadków obecności wirusa 
SVC wystąpiła w województwie lubelskim, co stanowi 
ok. 28% ogólnej liczby przypadków, pięć przypadków 
wirusa wystąpiło na terenie województwa podkarpac-
kiego, a  pojedyncze przypadki wywołania choroby 
obserwowano w  województwach: zachodniopomor-
skim, kujawsko-pomorskim, wielkopolskim, łódzkim 
i świętokrzyskim.

Na podstawie przeprowadzonej analizy filogene-
tycznej polskich izolatów wirusa SVC można wysunąć 
wnioski, iż większość polskich izolatów jest blisko ze 
sobą spokrewniona i przynależy do genogrupy Id wraz 
z  innymi izolatami europejskimi. Izolaty tworzące 
podgrupę pierwszą są blisko spokrewnione z  izola-
tem pochodzącym z Czech. Może to sugerować, iż 
handel materiałem zarybieniowym odbywa się mię-
dzy sąsiednimi krajami, ale też między hodowcami 
pochodzącymi z  odległych województw Polski np. 
izolat KF983461 pochodzący z województwa zachod-
niopomorskiego i KF983463 z podkarpackiego, które 
zostały zidentyfikowane w tym samym roku, wyka-
zują podobieństwo 100% (tab. 3). Izolaty KF983471, 
czy KF983466 są bliżej spokrewnione z  izolatami 
z genogrupy Ia pochodzącymi z Chin i USA. Według 
Goodwina (10), wirus SVC początkowo został zi-
dentyfikowany w  Chinach, skąd trafił do Stanów 
Zjednoczonych Ameryki Północnej. Filogenetyczne 
pokrewieństwo z izolatami amerykańskimi i chińskimi 
sugeruje drogę przenoszenia wirusa SVC do Polski np. 
wraz z materiałem zarybieniowym. W naszym kraju nie 
stwierdzono jak dotąd obecności wirusa SVC u karpi 
ozdobnych, które są również wrażliwe na SVC, mimo 
to należy przestrzegać zasad bezpieczeństwa zwierząt 
akwakultury. Z każdym rokiem jest mniej zdiagnozo-
wanych przypadków obecności wirusa SVC. Może to 
wynikać zarówno z tego, że hodowcy nie przysyłają 
do badań ryb z objawami, ale też choroba ta powoli 
zostaje całkowicie eliminowana z kraju. W państwach 
sąsiadujących nadal problem wiosennej wiremii karpia 
występuje, dlatego ważne jest dokładne badanie ryb 
oraz wymaganie posiadania certyfikatów, świadczą-
cych o zdrowiu ryby/partii ryb przy ich zakupie, aby 
uniknąć rozprzestrzeniania się choroby na inne kraje. 
Wiedza o geograficznych źródłach ryzyka zakażenia 
wirusem SVC jest ważna w zapobieganiu rozprzestrze-
niania się nowych izolatów wirusa wiosennej wiremii 
karpi na terenie Polski.
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