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Choroba Derzsyego wystêpuj¹ca u gêsi i kaczek
pi¿mowych jest jednym z najpowa¿niejszych proble-
mów, które pojawi³y siê w intensywnej hodowli dro-
biu wodnego.

Czynnikiem etiologicznym tej choroby jest wirus
z rodzaju Dependowirus, nale¿¹cy do rodziny Parvo-
viridae, zwany wirusem choroby Derzsyego (DDV)
lub parwowirusem gêsim (GPV). Jest to wirus bez-
otoczkowy o symetrii dwudziesto�ciennej, posiadaj¹-
cy wirion o �rednicy 20-22 nm, sk³adaj¹cy siê z 32
kapsomerów. Genom zbudowany jest z jednoniciowe-
go DNA o wielko�ci 5106 bp. Zawiera dwie g³ówne
ramki odczytu (ORFs), jedn¹ dla bia³ek nukleokapsy-
du, drug¹ dla bia³ek regulatorowych. Ramki te s¹ ogra-
niczone przez odwrócone koñcowe powtórzenia (ITRs
� inverted terminal repeat). Zidentyfikowano 4 g³ów-
ne bia³ka wirusowe o masach cz¹steczkowych: 91, 78,
60 i 58 kDa (3, 4, 7-9, 12).

Nie stwierdzono powinowactwa antygenowego par-
wowirusa gêsiego z innymi parwowirusami ptaków
i ssaków, natomiast szczepy parwowirusów izolowa-
ne od gêsi w ró¿nych krajach s¹ identyczne lub bardzo
zbli¿one. Wystêpuj¹ ró¿nice pomiêdzy szczepami izo-

lowanymi od gêsi i kaczek pi¿mowych, co zosta³o po-
twierdzone za pomoc¹ odczynu seroneutralizacji krzy-
¿owej i analizy restrykcyjnej. Genom parwowirusa
gêsiego jest o 26 bp krótszy ni¿ genom parwowirusa
kaczki pi¿mowej (7, 8, 10, 16).

W Polsce, na pocz¹tku lat sze�ædziesi¹tych Wachnik
i wsp. (15) opisali przypadki wirusowego zapalenia
w¹troby u g¹si¹t, pó�niej zdiagnozowane jako choro-
ba Derzsyego. W latach siedemdziesi¹tych wystêpo-
wanie choroby Derzsyego nasili³o siê i corocznie no-
towano przypadki masowych padniêæ m³odych g¹-
si¹t (5, 6). W 1982 r. wprowadzono systematyczne
szczepienia profilaktyczne gêsi stad reprodukcyjnych.
Szczepienia te znacznie ograniczy³y wystêpowanie
choroby. Jednak¿e w latach dziewiêædziesi¹tych za-
notowano ponownie przypadki choroby Derzsyego.
Choroba wprawdzie przebiega z ni¿sz¹ �miertelno�ci¹
ni¿ w poprzednim okresie, ale nadal jest przyczyn¹
znacznych strat ekonomicznych w dotkniêtych stadach
(1).

Celem badañ by³a charakterystyka molekularna szcze-
pów wirusa choroby Derzsyego izolowanych z przy-
padków terenowych w ci¹gu ostatnich dziesiêciu lat.
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Summary
Derzsy�s disease occurring in geese is caused by a virus from the Parvoviridae family called the Derzsy�s

disease virus or goose parvovirus. For thirty years Derzsy�s disease has been observed in Poland and currently
it is the cause of large economic losses. The main objective of the study was come up with the molecular
characteristics of Derzsy�s disease virus strains isolated from field cases. The samples were taken from 65
goose flocks. The geese, 1.5-6-weeks-of-age, were suspected of being affected with Derzsy�s disease. Seven
viral isolates were isolated from visceral organs of the geese and on the basis of cytopathic changes in goose
embryo fibroblasts culture and pathological changes in goose embryos were classified as Derzsy�s disease
virus strains. One band of 806 bp size, which is characteristic of Derzsy�s disease virus, was demonstrated in
PCR. On the basis of phylogenetic analysis, the strains were classified as goose parvovirus. The strains were
qualified to two phylogenetic groups: vaccine and low pathogenicity strains and field strains. The calculated
similarity between the studied strains ranged from 92.3% to 100% and between European strains from 91.3%
to 99.5%. On the basis of the authors� research it can be claimed that Polish Derzsy�s disease strains differ
slightly from each other but all of the strains have a common European origin.
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Materia³ i metody
Gêsi. Materia³ do badañ pochodzi³ z 65 stad gêsi w wie-

ku 1,5-6 tyg. zlokalizowanych na terenie ca³ej Polski,
w których podejrzewano wystêpowanie choroby Derzsy-
ego. Liczebno�æ ptaków w stadzie wynosi³a od 250 do 8000
ptaków, odsetek padniêæ od 12 do 76. Do badañ dostarcza-
no od 3 do 11 ptaków ze stada. W trakcie badania anato-
mopatologicznego pobierano krew do badañ serologicznych
oraz wycinki narz¹dów wewnêtrznych.

Test ELISA. Wykonywano go w 96-basenikowych
mikrop³ytkach op³aszczonych antygenem DDV produkcji
w³asnej. Surowice badane oraz kontrolne rozcieñczano
1/100. Stosowano koniugat produkcji w³asnej, który sta-
nowi³a immunoglobulina królika przeciwko IgG gêsi zna-
kowana peroksydaz¹ chrzanow¹, a substrat stanowi³ ABTS.
Wyniki reakcji barwnej odczytywano w spektrofotometrze
przy d³ugo�ci fali 405 nm. Próbki uznawano za dodatnie
o warto�ci gêsto�ci optycznej (OD) powy¿ej 0,200, za w¹t-
pliwe o warto�ci 0,200 > OD > 0,150, natomiast w prób-
kach ujemnych OD wynosi³o poni¿ej 0,150 (11).

Przygotowanie materia³ów do izolacji wirusa. Pobra-
ne od ptaków z tej samej fermy wycinki w¹trób i wycinki
z miê�nia sercowego umieszczano w oddzielnych p³ytkach
Petriego. W ten sposób z ka¿dej fermy uzyskiwano po
2 materia³y do dalszych badañ. Nastêpnie pobrany mate-
ria³ poddawano homogenizacji i zawieszano w p³ynie PBS
z dodatkiem mieszaniny antybiotyków 1 ml/100 ml (Anti-
biotic � Antymycotic � Gibco). Po trzykrotnym zamro¿e-
niu i rozmro¿eniu wirowano w 4°C przy 2000 obr./min.
przez 20 min. Po stwierdzeniu ja³owo�ci uzyskane super-
natanty przechowywano w temperaturze �20°C.

Izolacja wirusa w hodowli fibroblastów zarodka gê-
siego. Hodowlê fibroblastów zarodka gêsiego sporz¹dza-
no z 12-14-dniowych zarodków gêsich wed³ug ogólnie przy-
jêtych zasad. Pod³o¿e wzrostowe stanowi³ p³yn Eagle�a
z dodatkiem 10% surowicy cielêcej i 0,01% mieszaniny
antybiotyków (Antibiotic � Antymycotic � Gibco). Zawie-
sinê komórek GEF o gêsto�ci 1,0 × 104,0 komórek/ml zaka-
¿ano bezpo�rednio przy zak³adaniu hodowli homogeniza-
tem narz¹dów wewnêtrznych badanych ptaków. Kontrolê
prawid³owo�ci zaka¿enia komórek stanowi³ szczep szcze-
pionkowy PIW-82 s³u¿¹cy do produkcji szczepionki
DERVAC (PIWet-PIB Pu³awy). Zaka¿one hodowle komó-
rek obserwowano przez 7 dni pod mikroskopem i oceniano
powstawanie efektu cytopatycznego. Po 7 dniach zbierano
materia³ wirusowy z zaka¿onych hodowli, który s³u¿y³ do
przeprowadzenia nastêpnego pasa¿u. Materia³ uzyskany
z trzeciego pasa¿u u¿yto do dalszych badañ.

Izolacja wirusa w zarodkach. Wykonywano j¹ w 12-
-13-dniowych zarodkach gêsich. Zarodki zaka¿ano do jamy
omoczniowej po 0,2 ml homogenizatu narz¹dów wewnêtrz-
nych ptaków. Zarodki inkubowano przez 10 dni w 37°C
i wilgotno�ci ok. 55%. W trakcie badania embriopato-
logicznego od zarodków zamar³ych i sch³odzonych po 10
dniach inkubacji pobierano p³yny i b³ony zarodkowe oraz
w¹troby, które s³u¿y³y do przeprowadzenia kolejnych trzech
pasa¿y.

Izolacja DNA. W momencie wyst¹pienia efektu cyto-
patycznego w trzecim pasa¿u zaka¿one komórki GEF zbie-

rano i izolowano ca³kowite, komórkowe DNA przy u¿yciu
zestawu komercyjnego firmy Qiagen (USA). W przepro-
wadzonym rozdziale elektroforetycznym w 1% ¿elu aga-
rozowym potwierdzono prawid³owo�æ izolacji i czysto�æ
wyizolowanego DNA widocznego w �wietle UV w postaci
jednego pr¹¿ka.

Reakcja amplifikacji i elektroforeza produktów PCR.
Stosowano startery dla regionu VP1 genomu wirusa cho-
roby Derzsyego, które zsyntetyzowano w Instytucie Bio-
chemii i Biofizyki PAN w Warszawie. Sekwencja starte-
rów by³a nastêpuj¹ca: DDV 1 � 5� CCG GGT TGC AGG
AGG TAC 3�; DDV 2 � AGC TAC AAC AAC CAC ATC
3� (13). Stosunek G + C w DDV 1 wynosi³ 66,7%, nato-
miast w DDV 2 44,4%. Liofilizat ze starterem DDV 1 roz-
puszczano w 354 µl buforu TE do koncentracji 100 µM,
natomiast DDV 2 w 282 µl buforu TE. W PCR u¿ywano
koncentracji 10 µM ka¿dego ze starterów.

Reakcjê amplifikacji wykonywano w mieszaninie reak-
cyjnej o objêto�ci 25 µl zawieraj¹cej: 5 µl buforu do PCR
(500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl, Triton X-100); 2 µl mie-
szaniny deoksynukleotydów (0,2 mM); po 2 µl ka¿dego
ze starterów (po 10 mM); 2 µl wyizolowanego DNA, 1 µl
Taq polimerazy DNA (1 u/1 µl) oraz 11 µl wody dejonizo-
wanej.

Warunki termiczne reakcji amplifikacji by³y nastêpuj¹-
ce: 30 cykli: denaturacja wstêpna � 94°C � 30 s; przy³¹cza-
nie starterów � 52°C � 30 s; wyd³u¿anie ³añcucha 72°C �
1 min.; koñcowe wyd³u¿anie ³añcucha � 72°C � 10 min.

Produkty PCR analizowano po przeprowadzeniu rozdzia-
³u elektroforetycznego w 2% ¿elu agarozowym. Do odpo-
wiednich baseników ¿elu nanoszono po 5 µl mieszaniny
poreakcyjnej i 2 µl buforu obci¹¿aj¹cego do prób (0,25%
b³êkitu bromofenolowego; 40% w/v sacharozy w wodzie).
Jako buforu elektrodowego u¿ywano buforu TBE (Tris �
Base 10,8 g; kwas borowy 5,5 g; 4 ml 0,5 M EDTA o pH
8,0). Rozdzia³ elektroforetyczny przeprowadzano przez
1 h przy napiêciu 120 V. Po zakoñczonej elektroforezie bar-
wiono ¿el w roztworze bromku etydyny (1 µg/ml) i ogl¹da-
no w �wietle UV przy d³ugo�ci fali 302 nm, porównuj¹c
wielko�æ produktów PCR z wzorcem masowym DNA
(DNA plazmidu pUC19). Wynik PCR uznawano za dodat-
ni, je¿eli w �wietle UV widoczny by³ pr¹¿ek DNA o wiel-
ko�ci spodziewanej dla pary starterów.

Sekwencjonowanie i analiza filogenetyczna. Po zakoñ-
czonej elektroforezie w 2% ¿elu agarozowym otrzymane
produkty PCR oczyszczano przy u¿yciu zestawu komer-
cyjnego firmy Qiagen (USA), a nastêpnie poddano sekwen-
cjonowaniu w aparacie firmy Applied Biosystem. Zastoso-
wano identyczne startery jak w reakcji amplifikacji.

Otrzymane sekwencje produktów PCR badanych szcze-
pów porównano z sekwencjami szczepów parwowirusów
umieszczonymi w bazie danych Gene Bank. By³y to sek-
wencje szczepów izolowanych w Polsce, Wielkiej Bryta-
nii, na Wêgrzech, we Francji, Niemczech, Danii oraz Taj-
wanie. Do okre�lenia identyczno�ci u¿yto sekwencji nastê-
puj¹cych szczepów: Oros/98 (HU) (Wêgry); Bocsa 00/HU
(Wêgry); GPV/486 GB (Wielka Brytania); VG32 DE (Da-
nia) oraz D 146/302/FR (Francja). Analizê filogenetyczn¹
wykonano przy zastosowaniu programów komputerowych:
Chromas, Blast, Clustal oraz Treeconw.
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Wyniki i omówienie
Przeprowadzony test ELISA wykaza³ obecno�æ prze-

ciwcia³ przeciwko DDV we wszystkich badanych sta-
dach w wieku do 5 tygodni. Miana OD waha³y siê od
0,150 do 0,450 w zale¿no�ci od stada. Prawdopodob-
nie u g¹si¹t pochodz¹cych ze w stad w wieku do 3 ty-
godni by³y to przeciwcia³a matczyne, bowiem OD by³o
na poziomie 0,150-0,220. Jedynie w dwóch stadach
g¹si¹t w wieku 2,5 tygodnia i jednego w wieku 3 ty-
godni OD wynosi³o, odpowiednio, 0,360 i 0,440. Po-
dobnie wysokie warto�ci OD uzyskano w przypadku
trzech stad gêsi w wieku 4 tygodni i jednego w wieku
5 tygodni.

W dalszych badaniach z narz¹dów wewnêtrznych
g¹si¹t pochodz¹cych z 65 stad wyosobniono 7 izola-
tów wirusowych. W hodowlach GEF szczepy te po-
wodowa³y powstanie efektu cytopatycznego. Obecno�æ
zmian w warstwie zaka¿onych komórek notowano
pomiêdzy 5.-7. dniem p.i. w postaci pojawiania siê
drobnych okr¹g³ych komórek, silnie za³amuj¹cych
�wiat³o. Liczba zmienionych komórek w kolejnych
dniach wzrasta³a, powstawa³y syncytia komórkowe
i dochodzi³o do przerwania ci¹g³o�ci warstwy komó-
rek. Efekt ten by³ charakterystyczny dla wirusa choro-
by Derzsyego.

Izolaty te po wprowadzeniu do zarodków gêsich
powodowa³y ich zamieranie po 7 dniach inkubacji.
Zarodki by³y zahamowane w rozwoju i przekrwione,
w¹troby mia³y powiêkszone, przekrwione i kruche,
serce powiêkszone i zaokr¹glone. By³y to zmiany ty-
powe dla zaka¿eñ wirusem choroby Derzsyego.

Celem dalszej identyfikacji z namno¿onych w ho-
dowlach GEF materia³ów wirusowych izolowano ca³-
kowite, komórkowe DNA i przeprowadzano reakcjê
amplifikacji. We wszystkich przypadkach uzyskano je-
den wyra�ny pr¹¿ek DNA o wielko�ci spodziewanej
dla tej pary starterów, wynosz¹cej 806 bp (ryc. 1), iden-
tyfikuj¹cej obecno�æ wirusa choroby Derzsyego w ba-
danym materiale.

Nastêpnie okre�lono pochodzenie i podobieñstwo
izolowanych szczepów. W tym celu przeprowadzono
analizê filogenetyczn¹ opart¹ na sekwencji nukleoty-
dowej produktów PCR genu VP 1 wirusa choroby
Derzsyego. Badane szczepy zosta³y zaliczone do ga-
³êzi filogenetycznej parwowirusów gêsich. W obrêbie
tej ga³êzi wyizolowane szczepy zakwalifikowano do
2 grup filogenetycznych. Pierwsz¹ grupê stanowi¹
szczepy szczepionkowe i szczepy o niskiej zjadliwo�-
ci, w której znalaz³y siê izolaty 54/03/Pl i IW/05/Pl.
Izolaty 9/03/Pl oraz 14/01/Pl zaliczono do drugiej gru-

py szczepów tereno-
wych (ryc. 2).

Wyniki powy¿szej
analizy filogenetycz-
nej zosta³y potwier-
dzone przez wyli-
czenie stopnia podo-
bieñstwa sekwencji
nukleotydowych wy-
izolowanych szcze-
pów (tab. 1). Wyno-
si³ on od 92,3% do
100%. Sekwencje nu-
kleotydowe szczepu
PIW-82 i szczepu
MFP, szczepu 14/02
i 24/03 oraz szczepu
54/03 i IW/05 by³y
identyczne, wyliczo-
ny stopieñ podobieñ-
stwa wynosi³ 100%.
Natomiast sekwen-
cja nukleotydowa
szczepu 9/03 najbar-
dziej ró¿ni³a siê sek-
wencji pozosta³ych

1 32 4 5 6 7 8 K+ K9

806 bp

Ryc. 1.

TWL/Tw

Lajosmizse/99/Hu
Öcsöd/00/Hu
Balástya/00/Hu

SHM319/De

Nagyecsed/97/Hu
Jankmajtis/00/Hu

14/01/Pl

GPV486/GB

Bócsa/00/Hu

TWK/Tw

G119/2/03/Hr

24/03/Pl

G114/2/03/Pl

Hoekstra

B42/Hu

54/03/Pl

Bócsa/98/Hu

Bócsa/99/Hu
Orosháza/98/Hu

B/Hu
LB/Hu

Csongrád/80/Hu
Pusztaföldvár/79/Hu

IW/05/Pl

VG32/1/De
9/03/Pl
G114/3/03/Pl

G119/7/03/Hr
G263/1/04/GB

14/02/Pl

G114/1/03/Pl

D146/3/02/Fr
36312/02/Fr

MFP/Pl

PIW-82/Pl

FM/Fr
89384/Fr

Distance 0.02

Wêgierskie GPV
izolaty

GPV terenowe izolaty

Szczepionkowe I o niskiej
patogennoœci GPV izolaty

Parwowirus gêsi

Parwowirus kaczki

GPV kaczki pi¿mowej

Ryc. 2.
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szczepów. Wyliczony sto-
pieñ podobieñstwa wynosi³
od 92,3% do 94,2%.

Celem okre�lenia pocho-
dzenia badanych szczepów,
ich sekwencje nukleotydowe
porównano z sekwencjami
szczepów wêgierskich, an-
gielskich, duñskich i francu-
skich. Wykazano, i¿ sekwen-
cje szczepów 54/03 oraz IW/
05 by³y identyczne z sek-
wencjami szczepu VG32 DE
wyizolowanym w Danii, ho-
mologia pozosta³ych sek-
wencji wynosi³a od 91,5%
do 96,9%. Równie¿ polskie
szczepy nieco ró¿ni³y siê od
szczepów izolowanych na
Wêgrzech, podobieñstwo
sekwencji nukleotydowych
miêdzy nimi wynosi³o od
93,5% do 98,6%. Stwierdzono tak¿e niewielkie ró¿ni-
ce pomiêdzy szczepem izolowanym w Wielkiej Bry-
tanii a naszymi szczepami, w tym przypadku podo-
bieñstwo sekwencji nukleotydowej wynosi³o od 91,3%
(szczep 9/03) do 99,5% (szczep 54/03 i IW/05).

Tatar-Kis i wsp. (14) na podstawie badañ filogene-
tycznych podzielili szczepy wirusa choroby Derzsy-
ego izolowane w Europie i Azji na 3 grupy filogene-
tyczne. Grupê 1 stanowi³y wêgierskie szczepy tereno-
we i szczepy szczepionkowe oraz szczepy o zbli¿onej
sekwencji do szczepów izolowanych w Wielkiej Bry-
tanii i Niemczech. Zaliczono je ogólnie do grupy szcze-
pów europejskich. W³asne szczepy na podstawie prze-
prowadzonych badañ, równie¿ mo¿na zaliczyæ do tej
grupy. Grupa 2 to szczepy wschodnioeuropejskie
i szczep z Tajwanu, a grupa 3 to szczepy z Tajwanu
i szczep z Tajlandii. We wszystkich tych szczepach
stwierdzano identyczne sekwencje nukleotydowe lub
jedynie niewielkie ró¿nice, bêd¹ce wynikiem mutacji
punktowych, które mia³y wp³yw na patogenno�æ tych
szczepów. Na podstawie sekwencjonowania stwierdzo-
no w szczepach wêgierskich mutacjê w pozycji 75
w postaci zamiany lizyny na asparaginê. Mutacja ta
by³a charakterystyczna dla szczepów o niskiej pato-
genno�ci i dla szczepów atenuowanych, szczepionko-
wych z wyj¹tkiem szczepu Hoekstra, pochodz¹cego
ze szczepionki komercyjnej Palmivax (Meral � Fran-
cja), w którym w sekwencji aminokwasowej w pozy-
cji 78 seryna zosta³a zast¹piona asparagin¹ (2). W ba-
daniach w³asnych nie okre�lano sekwencji aminokwa-
sowej, która, byæ mo¿e, pozwoli³aby wykryæ podobn¹
mutacjê równie¿ w polskich szczepach.

Reasumuj¹c, na podstawie badañ w³asnych mo¿na
stwierdziæ, i¿ polskie szczepy wirusa choroby Derz-
syego ró¿ni¹ siê nieco od siebie, lecz wszystkie maj¹
pochodzenie europejskie.
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Tab. 1. Podobieñstwo sekwencji fragmentu 806 bp regonu VP1 polskich szczepów wirusa
choroby Derzsyego i szczepów europejskich

Obja�nienia: A � szczep wyizolowany na Wêgrzech, B � w Wielkiej Brytanii, C � w Danii, D � we
Francji

28-WIP PFM 10/41 20/41 30/9 30/42 30/45 50/WI

28-WIP x 001 1,69 0,99 3,29 0,99 9,69 9,69

PFM 001 x 1,69 0,99 3,29 0,99 9,69 9,69

10/41 1,69 1,69 x 1,69 2,49 1,69 3,89 3,89

20/41 0,99 0,99 1,69 x 8,29 001 9,69 9,69

30/9 3,29 3,29 2,49 8,29 x 8,29 0,49 0,49

30/42 0,99 0,99 1,69 001 8,29 x 9,69 9,69

30/45 9,69 9,69 3,89 9,69 0,49 9,69 x 001

50/WI 9,69 9,69 3,89 9,69 0,49 9,69 001 x

UH/89sorO A 4,69 4,69 8,79 4,69 5,39 4,69 6,89 6,89

UH/00ascoB A 4,69 4,69 8,79 4,69 5,39 4,69 6,89 6,89

BG684/VPG B 4,69 4,69 4,69 4,69 3,19 4,69 5,99 5,99

ED23GV C 9,69 9,69 9,69 9,69 5,19 9,69 001 001

RF/203/641D D 0,99 0,99 0,99 0,99 9,98 0,99 9,69 9,69


