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Phylogenetic analysis of spring viremia of carp virus (SVCV) identified in Poland

Summary

Spring viremia of carp (SVC) is a disease caused by a virus belonging to the genus Vesiculovirus, family
Rhabdoviridae. The SVC virus is divided into four genogroups, Ia, Ib, Ic, and Id, due to its geographical
distribution. This study aimed to identify the genotype of the SVC virus circulating in Poland. Polish SVC
virus isolates were propagated on EPC and FHM cell lines, and genetic material (RNA) was isolated. The virus
was detected in test samples by reverse transcription, sequenced and analyzed using MEGA 6.06 software.
The phylogenetic tree was constructed by the Neighbor-Joining method. The results of phylogenetic analysis
revealed the presence of two genogroups of the SVC virus in Poland. Most of Polish isolates belonged to the
genogroup Id, as do isolates AY196200 from the Czech Republic, Z37505 from Belgium and EF593149 from
the United States. Only two Polish isolates from Silesian Voivodeship were more closely related to Chinese
and US isolates belonging to the genogroup Ia. There were no isolates belonging to the genogroups Ib and Ic.
Nucleotide sequence analysis revealed certain point mutations between particular isolates. Knowledge on the
genetic variants of the SVC virus circulating in Poland will be useful in epizootic investigations and preventive

measures to protect Polish aquaculture from new variants from the neighboring countries.
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Wiosenna wiremia karpi jest chorobg wywotywang
przez wirusa SVC (spring viremia of carp) nalezace-
go do rodzaju Vesiculovirus, rodziny Rhabdoviridae.
Materiatem genetycznym wirusa SVC jest kwas
rybonukleinowy (RNA). Niesegmentowany genom
wirusa sklada si¢ z 11,019 nukleotydow kodujacych
pie¢ gtownych bialek: nukleoproteing (N), fosfoprote-
in¢ (P), bialko macierzy (M), glikoproteine (G), RNA
zalezng polimeraz¢ (L) (6, 14). Wirus dostaje si¢ do
gospodarza przez skrzela, a stad rozprzestrzenia si¢ na
watrobe, nerke, sledzione, uktad pokarmowy. Moze
by¢ identyfikowany réwniez w odchodach. W efekcie
ingerencji wirusa pojawiajg si¢ problemy z oddycha-
niem, brak koordynacji ruchowej, ryby zaczynaja
ptywac¢ na boku. Obserwuje si¢ rowniez wysadzenie
galek ocznych, obrzgk ciala zwigzany z obecnoscig
ptynu w jamie ciata oraz wybroczyny w skorze, oczach
1u nasady pletw (2, 15).

Pierwszy raz wirus SVC byt wyizolowano w Jugo-
stawii w 1970 r., skad rozprzestrzenil si¢ na inne
kraje centralnej 1 potudniowej Europy. Jego obecnos¢

diagnozowano w USA, Kanadzie, Chinach i Brazylii
(7-9, 11). Najczescie] wystepuje u karpi (Cyprinus
carpio) 1 karpi koi (Cyprinus carpio), rzadziej jego
obecnos$¢ identyfikowano u innych ryb karpiowatych
np. amurdw (Ctenopharyngdon idella), totpyg biatych
(Hypophthalmichthys molitrix) i pstrych (Aristhichthys
mobilis), karasi srebrzystych (Carassius auratus)
1 pospolitych (Carassius carassius) czy lindbw (Tinca
tinca) (2). Wirus atakuje ryby gtownie wiosna, gdy po
zimie temperatura wody wzrasta (1, 4).

Polska jest krajem, ktory obok Niemiec jest naj-
wiekszym importerem karpia w Europie, jednak roz-
miar europejskiej akwakultury wydaje si¢ znikomy
w poréwnaniu z akwakulturg azjatycka. (13). Wedtug
danych FEAP z 2017 r. Polska i Czechy znajdujg si¢
na pierwszym miejscu w Europie w produke;ji kar-
pia — 18 000 ton rocznie. W zwigzku z powyzszymi
danymi wazne jest, aby karp polski byt jak najlepszy
jakosciowo 1 wolny od chordb, w tym rowniez od
wiosennej wiremii karpi, herpeswirusa koi (3) czy
wirusa obrzgku karpia (12), czyli gtownych choréb
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karpi. W przeciwnym razie powazne konsekwencje
dotknetyby hodowcow tych ryb, a tym samym polska
akwakulture, dlatego wazne jest monitorowanie stanu
zdrowotnego karpi i ryb karpiowatych. W ostatnich
latach obserwuje si¢ spadek przypadkow zachorowan
na wiosenng wiremig¢ karpia. Moze to wynika¢ zarow-
no z wigkszej §wiadomosci hodowcow, jak 1 dbatosci
o jakos$¢ produkowanych karpi, ale tez moze by¢ to
wynik nie zglaszania do laboratoriéw przypadkow
chordb ryb. Mimo to, wirus wiosennej wiremii karpi
jest stale obecny na terenie Polski, poniewaz poje-
dyncze przypadki sg diagnozowane przez laboratoria
ZHW, gtéwnie w Bydgoszczy oraz Zaktad Chorob Ryb
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego w Putawach
(ZCHR PIWet-PIB). Pierwszy przypadek wirusa zostat
zdiagnozowany w 2000 r. przez zespo6t wirusologiczny
ZCHR PIWet-PIB.

Analiza filogenetyczna bazujaca na regionie genu
glikoproteiny pozwolita podzieli¢ izolaty SVCV ze
wzgledu na rozmieszczenie geograficzne na 4 geno-
grupy: la zawiera izolaty pochodzace z Azji, geno-
grupy Ib i Ic zawieraja izolaty z Motdawii, Ukrainy,
Rosji, natomiast genogrupa Id — izolaty z Europy, UK
1 cze$ci bylego Zwigzku Radzieckiego (5, 11, 16, 17).
Celem badan byta analiza filogenetyczna i okreslenie
przynaleznosci izolatow wirusa wiosennej wiremii
karpi wystepujacych na terenie Polski do odpowiedniej

genogrupy.
Material i metody

Od 2000 do 2017 r. zebrano tgcznie 21 probek z réz-
nych wojewodztw Polski. Probki do badania pochodzity
z karpiowych gospodarstw rybackich zlokalizowanych na
terenie Polski, gldéwnie w czesci potudniowej i potudniowo-
-wschodniej. Tylko jedna badana probka w ilosci 30 sztuk
ryb pochodzita od karasi, pozostate od karpi. Narzady we-
wnetrzne (nerka, serce) od maksimum 10 ryb byty taczone
w jedng zbiorczg probke, nastepnie poddawane obrdbce
poprzez homogenizowanie wraz z ptynem transportowym
ztozonym z nastepujacych komponentow: Eagle’s MEM,
antibiotic-antimycotic z buforem Tris, pH 7,6. Przygoto-
wane probki wirowano przez 15 minut, przy predkosci
3000 x g. Supernatant filtrowano za pomoca saczkow
0,45 um, a nastepnie zakazano przygotowane wczesniej
linie komoérkowe.

Izolacja wirusa w liniach komérkowych. Do izolacji
wirusa SVC wykorzystano linie komorkowe EPC (epi-
thelioma papulosum cyprini — komorki epitelialne karpia)
i FHM (Fat head minnow — komorki epitelialne ciernika
promienistego) przygotowane na ptytkach 24-dotkowych
ze swiezym medium (buforowany Eagle’s MEM z Trisem
1 10% surowicg bydleca). Nastepnie przygotowane linie
komorkowe zakazano 150 pl supernatantu z homogenatu
badanej probki i inkubowano w cieplarce w temperaturze
21°C £ 2°C. Po otrzymaniu efektu cytopatycznego komorki
linii komorkowej zbierano w celu izolacji materialu gene-
tycznego RNA wirusa SVC.

Izolacja RNA. Do izolacji RNA uzyto komercyjnego
zestawu Total RNA Mini, firmy A&A Biotechnology i po-
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Ryec. 1. Elektroforegram potwierdzajacy obecno$é materiatu
genetycznego wirusa SVC o wielkoS$ci 470 par zasad
Objasnienia: M — marker wielkos$ci; K+ kontrola dodatnia, ma-
terial odniesienia — RNA izolatu referencyjnego; K — kontrola
ujemna; 1-5 — RNA badanych probek terenowych
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Ryec. 2. Drzewo filogenetyczne skonstruowane przy uzyciu
metody Neighbor-Joining i programu Mega 6.06
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stepowano wedtug instrukcji producenta. RNA rozpusz-
czano w 100 pl wody czystej od RNAz i przechowywano
w temperaturze ponizej —20°C do dalszych analiz.
Reakcje odwrotnej transkrypcji i amplifikacji cDNA
przeprowadzano przy uzyciu zestawu Super Script One
Step RT-PCR with Platinum Taq (Invitrogen, USA). Mie-
szanina reakcyjna zawierata 5 pl of RNA, 2 x Reaction Mix
(zawierajacy mieszaning 0,4 mM dNTP-6w oraz 2,4 mM
MgSO,), RT/Platinum Taq mix, 10 uM specyficzne startery
oraz wolng od RNAz wode. Startery specyficzne dla genu
glikoproteiny (G) zaprojektowane przez Koutna i wsp.
(11) umozliwiaty amplifikacje¢ fragmentu wielkosci 470 pz.
Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono w naste-
pujacych warunkach temperaturowo-czasowych: 50°C
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przez 30 min wraz ze wstgpng denaturacjg 2 min w 94°C,
nastepnie zastosowano 35 cykli sktadajacych si¢ z denatu-
racji 15 sek. w 94°C, hybrydyzacji starteréw przez 1 min
w 52°C oraz elongacji tancucha przez 1 min w 68°C. Proces
amplifikacji zakonczono elongacja trwajaca 7 min w temp.
68°C. Jako dodatniej kontroli uzyto izolatu referencyjnego
SVCV 56/70, nalezacego do genogrupy Id, wyizolowanego
w 1970 1. od karpia. Izolat ten zostat opisany przez Stone’a
i wsp. (17), a jego sekwencja dostgpna jest w Gene Bank
pod numerem AJ538061. Produkt reakcji PCR uwidacznia-
no w 2% zelu agarozowym z bromkiem etydyny. Wielko$¢
produktu, tak jak oczekiwano, odpowiadat 470 pz (ryc. 1).
Otrzymane produkty sekwencjonowano w firmie Geno-
med w Warszawie, a nastgpnie analizowano je za pomoca
programéw: FinchTV 1.4.0. oraz Mega 6.06. Wigkszo$¢
sekwencji polskich izolatow zostata zamieszczona w bazie
Gene Bank, otrzymujac swoj numer akcesyjny. Drzewo
filogenetyczne skonstruowano za pomoca metody najbliz-
szego sgsiada Neighbour-Joining w programie MEGA 6.06
(ryc. 2). Podobienstwo migdzy izolatami okreslono na za
pomoca programu CLUSTAL Omega (tab. 3).

Tab. 1. Izolaty uzyte w celu skonstruowania drzewa filogenetycznego metoda neigh-

bour-joining
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Wyniki i oméwienie

We wszystkich badanych probkach w pierwszym
pasazu obserwowano efekt cytopatyczny (CPE), za-
rowno na linii komorkowej EPC, jak i FHM. Reakcja
odwrotnej transkrypcji potwierdzita obecnos$¢ wirusa
SVC w komorkach 1 supernatancie z linii komoérko-
wych poprzez obecnos¢ specyficznych prazkéw w zelu
agarozowym. Otrzymane sekwencje polskich izolatow
poréwnano do sekwencji izolatow pochodzacych
z bazy Gene Bank. Dane na temat wykorzystanych
izolatow do konstrukeji drzewa filogenetycznego za-
mieszczono w tab. 1.

Wigkszos$¢ polskich izolatow wirusa SVC tworzy
jedng genogrupe 1d, z ktorej mozna wyodrebnié trzy
podgrupy. Izolaty z podgrupy pierwszej wykazujg duze
podobienstwo do izolatu AY 196200 pochodzacego
z Czech, co mogloby sugerowac¢ niekontrolowany
handel z tym panstwem. Podgrupa zawierajaca izolaty
KF983461 oraz KF983463 jest blizej spokrewniona
z belgijskim izolatem referencyjnym Z37505 zwanym
Fijan, od nazwiska odkrywcy.
Kolejng podgrupe tworza izolaty
KF983457 oraz KF983470 wraz

Nazwa izolaty 'V"ei(iﬁgi?‘;f;'i‘;‘;fggiﬁw";‘)'“sa Gatunek ryby Rokizolacil | 7 izolatem EF593149 pochodza-
— : - - cym ze Stanow Zjednoczonych.
KF983454 Polska, Swigtokrzyskie Cyprinus carpio 2010 Odr an a genogrupe Ia two-
KF983455 Polska, podkarpackie Cyprinus carpio 2010 rzg izolaty pochodzace z Chin
KF983456 Polska, podkarpackie Cyprinus carpio 2010 1 Stanéw Zjednoczonych do
KF983457 Polska, kujawsko-pomorskie Cyprinus carpio 2006 ktorych duze podobiefistwo wy-
KF983458 Polska, $laskie Cyprinus carpio 2008 kazuja polskie izolaty KF983466
KF983459 Polska, zachodniopomorskie Cyprinus carpio 2008 Tab. 2. Mutacje punktowe: tranzy-
KF983460 Polska, lubelskie Cyprinus carpio 2010 cje i transwersje miedzy izolatami
KF983461 Polska, zachodniopomorskie Cyprinus carpio 2005 pochodzacymi z genogrupy laild
KF983462 Polska, zachodniopomorskie Cyprinus carpio 2005 Pozycja w genie Zmiana punkiowa
KF983463 Polska, podkarpackie Cyprinus carpio 2005 8 C-T
KF983464 Polska, podkarpackie Cyprinus carpio 2005 25 h—6
KF983465 Polska, t6dzkie Cyprinus carpio 2004 48 G—A
KF983466 Polska, $laskie Crucian carp, 2000 i E— L
Carassius carassius L. 96 GoA
KF983467 Polska, podkarpackie Cyprinus carpio 2001 100 CoT
KF983468 Polska, lubelskie Cyprinus carpio 2002 105 A—G
KF983469 Polska, lubelskie Cyprinus carpio 2004 120 CoT
KF983470 Polska, lubelskie Cyprinus carpio 2000 129 T—-C
KF983471 Polska, $laskie Cyprinus carpio 2011 138 CoT
KF983472 Polska, lubelskie Cyprinus carpio 2011 159 T-¢C
KF983473 Polska, lubelskie Cyprinus carpio 2012 210 C—A
13sve Polska, wielkopolskie Cyprinus carpio 2013 240 A—G
AY196200 Czechy Cyprinus carpio = 246 G—-oA
Z37505.1 Belgia Cyprinus carpio - 252 C—-T
EF593149 USA Cyprinus carpio - 261 T-C
EU370915 Chiny Cyprinus carpio - 312 CoT
AY842489 Chiny Cyprinus carpio = 318 T->C
AY842484 Chiny Cyprinus carpio - 360 CoT
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1KF983471 zidentyfikowane na terenie wojewddztwa
Slaskiego. Polskie izolaty r6znig si¢ od pozostatych
w analizowanej sekwencji w 19 miejscach. Sa to mu-
tacje punktowe: pigtnascie tranzycji i trzy transwersje
(tab. 2).

Najwigksza liczba przypadkow obecnosci wirusa
SVC wystapita w wojewddztwie lubelskim, co stanowi
ok. 28% ogolnej liczby przypadkdw, pie¢ przypadkow
wirusa wystapilo na terenie wojewddztwa podkarpac-
kiego, a pojedyncze przypadki wywolania choroby
obserwowano w wojewodztwach: zachodniopomor-
skim, kujawsko-pomorskim, wielkopolskim, t6dzkim
1 $wigtokrzyskim.

Na podstawie przeprowadzonej analizy filogene-
tycznej polskich izolatow wirusa SVC mozna wysuna¢
whnioski, iz wigkszo$¢ polskich izolatéw jest blisko ze
sobg spokrewniona i przynalezy do genogrupy Id wraz
z innymi izolatami europejskimi. Izolaty tworzace
podgrupe pierwsza sg blisko spokrewnione z izola-
tem pochodzacym z Czech. Moze to sugerowac, iz
handel materiatem zarybieniowym odbywa si¢ mig-
dzy sasiednimi krajami, ale tez mi¢dzy hodowcami
pochodzacymi z odleglych wojewodztw Polski np.
izolat KF983461 pochodzacy z wojewodztwa zachod-
niopomorskiego i KF983463 z podkarpackiego, ktore
zostaly zidentyfikowane w tym samym roku, wyka-
zuja podobienstwo 100% (tab. 3). Izolaty KF983471,
czy KF983466 sa blizej spokrewnione z izolatami
z genogrupy la pochodzacymi z Chin i USA. Wedtug
Goodwina (10), wirus SVC poczatkowo zostat zi-
dentyfikowany w Chinach, skad trafit do Stanow
Zjednoczonych Ameryki Poétnocnej. Filogenetyczne
pokrewienstwo z izolatami amerykanskimi i chinskimi
sugeruje drogg przenoszenia wirusa SVC do Polski np.
wraz z materiatem zarybieniowym. W naszym kraju nie
stwierdzono jak dotad obecno$ci wirusa SVC u karpi
ozdobnych, ktore sa rowniez wrazliwe na SVC, mimo
to nalezy przestrzega¢ zasad bezpieczenstwa zwierzat
akwakultury. Z kazdym rokiem jest mniej zdiagnozo-
wanych przypadkoéw obecno$ci wirusa SVC. Moze to
wynika¢ zaréwno z tego, ze hodowcy nie przysylaja
do badan ryb z objawami, ale tez choroba ta powoli
zostaje catkowicie eliminowana z kraju. W panstwach
sasiadujacych nadal problem wiosennej wiremii karpia
wystepuje, dlatego wazne jest doktadne badanie ryb
oraz wymaganie posiadania certyfikatow, swiadcza-
cych o zdrowiu ryby/partii ryb przy ich zakupie, aby
uniknaé rozprzestrzeniania si¢ choroby na inne kraje.
Wiedza o geograficznych Zrédtach ryzyka zakazenia
wirusem SVC jest wazna w zapobieganiu rozprzestrze-
niania si¢ nowych izolatéw wirusa wiosennej wiremii
karpi na terenie Polski.
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97.20

95.93

92.16

96.63

97.25 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

98.73

97.68
98,73
98.73
98.73
98.73
98.73
98.73

96.44

97.71

97.46

97.20
97.20
97.20
97.20
97.20

97.20
97.20
97.20
97.20
97.20

96.18

89.83
92.37

99,7% 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
99.7% 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
99,75 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100,00 100.00 100.00
99,75 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
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99.75 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

98.74

99.49

98.73

97,71

97.46

96.18

16: KF983454
17: KF983458
18: KF983459
19: KF983465
20: KF983468
21: KF983469
22: KF983473

99.49
99.49
99,49
99.49
99.48
89.49

98.73

97.71 98.98

97.46

96.18

92.37

98.73

97.71 98.98

97.46

96.18

92.37

98.73
98.73
98.73

98.73

97.71 98.98

97.46

96.18

92.37

96.18 97.20 97.20 97.46 97.71 98.98

92.37

99.49
89.49

97.46 97.71 98.98
98.98

97.20
97.20

97.20
97.20

96.18

92.37

96.63 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

87.71

97.46

96.18

91.495

Tab. 3. Podobienstwo miedzy polskimi izolatami w procentach, wykorzystano CLUSTAL Omega
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