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Кровосисні комарі, які, як відомо, 
мешкають у багатьох водоймах, є дже-
релом поживи для прісноводних риб. З 
їхніх личинок були ізольовані іридовіру-
си, якими експериментально інфікували 
коропа.

Іридовіруси — це великі ДНК-вмісні 
віруси тварин, репродукція яких відбува-
ється в цитоплазмі. Очищені віріони іри-
довірусів, а інколи й інфіковані організми 
безхребетних тварин, мають характер-
не кольорове забарвлення з райдужним 
відтінком. Звідси і походить назва цієї 
родини вірусів [1].

Значення іридовірусів в інфекційній 
патології риб зростає з кожним роком. 
За останні 10–15 років в умовах аква-
культури та природних водоймах було 
ідентифіковано велику кількість іридо-
вірусів риб. Ізоляція їх тісно пов’язана 
зі збільшенням обсягів ведення світової 
аквакультури. Іридовіруси спричиняють 
масову загибель риб і завдають великих 
збитків промисловому рибництву [2].

Іридовірус комара (MIV) — це ДНК-
вмісний ікосаедричний цитоплазматич-
ний вірус, що уражує комарів родів Aedes, 
Culex, Culizeta. Середній діаметр віріонів 
становить 200 нм. MIV відрізняється від 
інших іридовірусів високою видовою 
специфічністю і характеризується по-
літропністю щодо тканин господаря [3]. 

За морфологією та морфогенезом MIV 
нагадує іридовірус жаберного некрозу 
коропа, що спричиняє широко розпо-
всюджену хворобу — бранхіонекроз ко-
ропа [4]. Однак віруси відрізняються за 
чутливістю до специфічних перевивних 
культур клітин та характеру цитопатич-
ної дії (ЦПД).

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
MIV. Іридовірус комара культивува-

ли на личинках великої вощиної молі 
Galeria mellonella. Личинки інфікували 
вірусовмісним матеріалом та інкубували 
за температури 20–22°С. Через 20 днів з 
личинок виділяли MIV [5].

Для приготування інокуляту з інфі-
кованих личинок великої вощиної молі 
готували гомогенат. Низькошвидкісне 
центрифугування гомогенату проводили 
за швидкості 5000 об/хв протягом 5 хв 
на центрифузі К-24. Частину надосадової 
рідини (НР1) фільтрували через мікро-
фільтр з діаметром пор 450 нм. Для іно-
куляції риб використовували фільтрат та 
його розведення 10–1, 10–2 та 10–3. Іншу 
частину НР1 нашаровували на 30% роз-
чин сахарози (5 мл сахарози ХЧ, на 0,05 М 
трис-HCl буфері рН 7,2) і центрифугували 
за швидкості 20000 об/хв протягом 40 хв  
на ультрацентрифузі Beckman L5-50B у  
роторі SW-40. Характерний блакитний 
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осад свідчив про наявність віріонів MIV. 
Осад ресуспендували у мінімальній кіль-
кості 0,05 М трис-НCl буфера (рН-7,2) і 
освітляли на центрифузі К-24 за швидкості 
5000 об/хв протягом 5 хв. Надосадову 
рідину (НР2) використовували для іноку- 
ляції риб як концентрований вірусо-
вмісний матеріал. Перед інфікуванням в 
інокулят додавали антибіотики пеніцилін 
(100 од/мл) та стрептоміцин (100 мкг/мл)  
і витримували 2 год за температури 27°С. 
Після експозиції інокулят перевіряли на 
наявність мікроорганізмів шляхом бак-
теріологічних посівів на МПА [6].

Біопроба. Досліди з вивчення інфек-
ційності MIV для риби проводили на 
однорічках коропа Cyprinus carpio. Риб 
інфікували шляхом уведення вірусовміс- 
ного матеріалу в очеревину (0,2 мл) 
і утримували в 50-літрових ваннах за 
температури 18–20°С та годували ком-
бікормом. Перед інфікуванням риб до-
сліджували на наявність патогенної мік-
рофлори, паразитів та гельмінтів [6]. Всі 
риби були здорові.

Реізоляція MIV. Для реізоляції іри-
довірусу комара використовували зябра, 
нирки, селезінку та печінку загиблих риб. 
Гомогенат внутрішніх органів та зябер 
фільтрували та центрифугували 5 хв за 
швидкості 5000 об/хв на центрифузі К-
24. Супернатант використовували для 
ін’єкції інтактних личинок Galeria mel-
lonella в розведеннях 10–1, 10–2, 10–3 та 
10–4. Личинок інкубували за температури 
20–22°С. Через 20 днів з них виділяли MIV. 
Очищення іридовірусу комара проводили 
в градієнті щільності сахарози (10–50%), 
як описано вище.

Електронна мікроскопія. Електрон-
но-мікроскопічні дослідження очищеної 
вірусної суспензії проводили на сітках з 
колодієвими плівками-підкладками. Ві-
рус контрастували 1%-м розчином ура-
нілацетату та вивчали на електронному 
мікроскопі ЕМ-125.

Виділення ДНК. До 200 мкл очище-
ного іридовірусу комара, виділеного з 
личинок Galeria mellonella та загиблої 
риби, додавали 355 мкл лізуючого буфе-
ра (10мМ Tris-HCl, 10мМ NaCl, 20 мМ 
EDTA, pH=8,2), 30 мкл 10% SDS та 15 мкл  
Proteinase K (20 мг/мл), суміш перемі-
шували на центрифузі Vortex та інкубу-
вали 1 год за 37°С. Для екстракції ДНК 

використовували суміш фенол — хло-
роформ-ізоаміловий спирт (25:24:1) з 
наступним осадженням ДНК холодним 
(–20°С) етанолом 8–10 год при — 20°С. 
ДНК розчиняли в ТЕ буфері (10мМ Tris-
HCl, 1мМ EDTA, pH=7,5).

Рестрикційний аналіз. При поста-
новці рестрикційного аналізу викорис-
товували ендонуклеази рестрикції EcoRІ, 
BamHI, Xbal та HindIII (Fermentas, Литва) 
та ДНК MIV виділеного з личинок Gale-
ria mellonella та загиблої риби. В мікро-
пробірку вносили 4 мкл ДНК, 4 мкл 10× 
буфера та 2 мкл ферменту. Сумарний 
об’єм доводили до 20 мкл деіонізованою 
водою. Реакційну суміш залишали на ніч 
у термостаті за 37°С.

Електрофорез. Для електрофорезу 
використовували 0,7% агарозу в ТАЕ бу-
фері. До ДНК додавали фарбу (6Х Loading 
Dye Solution) у розрахунку 1 мкл фарби  
на 5 мкл ДНК. Зразки наносили на пла-
тівку гелю та проводили електрофорез, 
використовуючи силу струму 65 мА та 
напругу 100 В. Як маркер був ДНК-маркер 
фагу лямбда. По закінченні електрофо-
резу гель фарбували бромистим етидієм 
2–3 хв та спостерігали результати під 
ультрафіолетовим трансілюмінатором.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ  
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

При інфікуванні MIV однорічок коро-
па перші ознаки захворювання виникали 
в різних особин у різний час, в основно-
му, з 6-го по 10-й день після інфікування 
(таблиця). У інфікованих риб  колір зябер 
змінювався з темно-червоного на бурий. 
Край зяберних дуг мав пухку структуру 
та був забарвлений в коричневий колір. 
По всій площині зябер утворювались 
некротичні осередки з крововиливами 
розміром 1–2 мм (рис. 1). Картина на-
гадувала характерну зяброву мозаїку, що 
спостерігається під час захворювання 
риб, пов’язаного з збудниками вірусної 
етіології [9]. Нирки та печінка характе-
ризувалися світло-рожевим забарвленням 
з осередками некротичного запалення, 
тоді як у контрольних риб спостерігали 
темно-вишневий колір цих органів без 
ознак некрозу. Загибель інфікованих 
риб спостерігалась з 7-го по 14-й день 
після інфікування. За появи перших 
ознак захворювання інфікована риба 
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* Стерильний фізіологічний розчин.

не харчувалась, а за 1–2 дні до смерті 
не реагувала на механічні подразнення 
та була млявою.

Іридовірус комара був реізольований 
на личинках Galeria mellonella. Як по-
казали результати експериментів, вірус 
у розведеннях 10–1, 10–2, 10–3, 10–4 був 
здатний накопичуватись у личинках вели-
кої вощиної молі. Після диференційного 
ультрацентрифугування спостерігали 
характерний блакитний осад, що свідчить 
про наявність вірусу. Електронно-мікро-
скопічні дослідження виявили вірус у 
зразках уражених органів інфікованої 
риби. Віріони мали гексагональну форму 
з діаметром 200 нм (рис. 2).

Рестрикційний аналіз показав, що 
сайти рестрикції ендонуклеаз EcoRІ,  
BamHI, Xbal та HindIII ДНК іридовіру-
су комара виділеного як з інфікованої 
риби, так і з личинок Galeria mellonella, 
були однаковими для обох зразків ДНК 
(рис. 3).

За даними Міжнародного комітету 
по таксономії вірусів, до складу родини 
Iridoviridae входить 5 родів: Iridovirus, 
Chloriridovirus, Lymphocystivirus, Ranavirus 
і Megalocytivirus. Віруси риб належать до 
трьох родів: Lymphocystivirus, Ranavirus і 
Megalocytivirus [3]. Багато нових іридо-
вірусів ще недостатньо вивчені, не кла-

Рис. 2. Вірус райдужності комара (Розмір 
віріону — 200 нм)

Рис. 1. Осередки некротичного запалення на зябрах інфікованого коропа (зліва); по-
шкодження краю зяберної дуги (справа)
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сифіковані і вважаються емерджентними 
(від англ. emerging, тобто ті, що з’явилися 
недавно). Нині в багатьох вірусологічних 
лабораторіях світу проводиться ідентифі-
кація цих вірусів, яка включає вивчення 
фізико-хімічних властивостей віріонів, 
аналіз послідовностей їх ДНК та розробку 
діагностикумів.

Іридовірус комара належить до роду 
Chloriridovirus. Незважаючи на те, що ха-
рактерним господарем для MIV є комари 
родів Aedes, Culex, Culizeta, результати 
досліджень свідчать про високу інфек-
ційність цього вірусу для представника 

віддаленої таксономічної категорії — ко-
ропа Cyprinus carpio. Було встановлено, 
що при внутрішньочеревній ін’єкції MIV 
спричиняє смертність коропа, яка сягає 
60–100%, протягом 8–14 днів (рис. 4). В 
інфікованої риби спостерігали зниження 
харчової активності, вона не реагувала 
на механічні подразнення, була мало-
рухливою, млявою. Цікаво відзначити, 
що симптоматика внутрішніх органів та 
зябер ураженої риби, а саме некротичні 
осередки, нагадувала характерні ознаки 
захворювання, спричинене іридовірусами 
риб, які належать до родів Ranavirus та 
Megalocytivirus [3].

Ohba, Aizawa (1982) показали, що 
внутрішньочеревне введення інтактно-
го та інактивованого УФ-опроміненням 
іридовірусу комах Chilo iridescent (CIV) 
спричиняло смертність мишей, тоді як 
інактивований нагріванням вірус не був 
токсичним [10]. Kirn еt al. (1972) повідом-
ляють, що при внутрішньочеревному 
введенні значної дози іридовірусу жаби 
(FV3), виділеного від Rana pipiens, спо-
стерігали швидку загибель мишей за 
відсутності розмноження вірусу [11]. 
Автори досліджень пов’язують смерт-
ність лабораторних тварин з наявністю 
у складі віріонів CIV та FV3 токсичних 
білкових факторів.

Таким чином, патоморфологічне до-
слідження токсичноcті іридовірусу комара 
для коропа показало, що органом-мішен-
ню для токсичного фактора МIV є зябра 
та печінка.

Більш детальне вивчення інфекцій-
ності іридовірусу комара щодо коропа ви-

Рис. 3. Рестрикцій аналіз ДНК іридовірусу 
комара: 1 — ДНК MIV, виділений від загибло-
го коропа; 2 — ДНК MIV, виділений з личинок 
Galeria mellonella; М — λ маркер

Рис. 4. Смертність риб, інфікованих іридовірусом комара:  — НР1 (надосадова рі-
дина 1, профільтрована через мікрофільтр);  — розведення 10–1;  — розведення 10–2;  

 — розведення 10–3;* НР2 (MIV сконцентрований ультрацентрифугуванням);  — контроль 
(фізіологічний розчин)
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магає застосування методу ультратонких 
зрізів для дослідження внутрішньоклі-
тинної локалізації вірусу, використання 
методів ІФА та ПЛР для розробки екс-
прес-діагностики цього вірусу в госпо-
дарствах.

ВИСНОВКИ
У результаті проведеного досліджен-

ня було встановлено, що за внутріш-
ньочеревної ін’єкції іридовірус комара 
спричиняє смертність коропа, яка сягає 
60–100% протягом 8–14 днів.

Електронно-мікроскопічні досліджен-
ня виявили вірус у зразках уражених 
органів інфікованої риби.

Рестрикційний аналіз показав, що 
сайти рестрикції ендонуклеаз EcoRІ, Ba-
mHI, Xbal та HindIII ДНК іридовірусу ко-
мара, виділеного як з інфікованої риби, 
так і з личинок Galeria mellonella, були 
однаковими для обох зразків ДНК.

Патоморфологічне дослідження ін-
фекційності іридовірусу комара для ко-
ропа виявило, що органом-мішенню для 
МIV є зябра та печінка.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ИНФИЦИРОВАНИЕ КАРПА ИРИДОВИРУСОМ КОМАРА

Ю.П. Рудь, Л.П. Бучацкий

Представлены результаты экспериментального инфицирования карпа (Cyprinus carpio) 
иридовирусом комара (Aedes f lavescens). Показано, что при внутрибрюшинном введении 
иридовирус комара вызывает смертность карпа, которая достигает 60–100% на протяжении 8– 
14 дней. Инфицированная рыба не реагирует на механические воздействия, она малоподвижна. 
Жабры, почки и печень характеризуются очагами некротического воспаления. Электронная 
микроскопия показала присутствие вируса в пораженных органах инфицированной рыбы, в 
которых он был реизолирован на личинках большой вощинной моли Galeria mellonella.

EXPERIMENTAL INFECTION OF THE CARP BY MOSQUITO IRIDOVIRUS

Y. Rud, L. Buchatsky

Experimental infection indicate that mosquito iridovirus (MIV), a chloriridovirus, is patho-
genic for carp Cyprinus carpio. The cumulative mortality reached up to 60–100% within 8–14 d. 
Symptoms of inoculated carp included cessation of feeding and decreased ventilation. Just prior to 
death, the fish were lethargic. The infection was characterized by focal necrosis of the gill, kidney 
and liver. In inoculated carp, MIV was reisolated on larva Galeria mellonella from gill, kidney, 
spleen and liver. This is the first time that a virus isolated from a mosquito has been shown to 
cause mortalities in a fish species.

Рудь Ю.П., Бучацький Л.П.


