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Phylogenetic analysis of Derzsy’s disease virus isolated from geese in Poland
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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Choroba Derzsyego wystqpujqca u gesi 1 kaczek
plzmowych jest jednym z najpowazniejszych proble-
mow, ktore pojawity si¢ w intensywnej hodowli dro-
biu wodnego.

Czynnikiem etiologicznym tej choroby jest wirus
z rodzaju Dependowirus, nalezacy do rodziny Parvo-
viridae, zwany wirusem choroby Derzsyego (DDV)
lub parwowirusem gesim (GPV). Jest to wirus bez-
otoczkowy o symetrii dwudziestosciennej, posiadaja-
cy wirion o $rednicy 20-22 nm, sktadajacy si¢ z 32
kapsomerdow. Genom zbudowany jest z jednoniciowe-
go DNA o wielkosci 5106 bp. Zawiera dwie gtowne
ramki odczytu (ORFs), jedna dla biatek nukleokapsy-
du, druga dla bialek regulatorowych. Ramki te sa ogra-
niczone przez odwrdcone koncowe powtdrzenia (ITRs
—inverted terminal repeat). Zidentyfikowano 4 gléw-
ne biatka wirusowe o masach czasteczkowych: 91, 78,
60158 kDa (3, 4, 7-9, 12).

Nie stwierdzono powinowactwa antygenowego par-
wowirusa gesiego z innymi parwow1rusam1 ptakow
1 ssakow, natomiast szczepy parwowirusow izolowa-
ne od gesi w réznych krajach sa identyczne lub bardzo
zblizone. Wystgpuja réznice pomigdzy szczepami izo-

lowanymi od ggsi i kaczek pizmowych, co zostato po-
twierdzone za pomoca odczynu seroneutralizacji krzy-
zowej i analizy restrykcyjnej. Genom parwowirusa
gesiego jest o 26 bp krotszy niz genom parwowirusa
kaczki pizmowej (7, 8, 10, 16).

W Polsce, na poczqtku lat sze$cdziesiatych Wachnik
1 wsp. (15) opisali przypadki wirusowego zapalenia
watroby u gasiat, p6zniej zdiagnozowane jako choro-
ba Derzsyego. W latach siedemdziesiatych wystepo-
wanie choroby Derzsyego nasilito si¢ i corocznie no-
towano przypadki masowych padnie¢ mtodych ga-
siat (5, 6). W 1982 r. wprowadzono systematyczne
szczepienia profilaktyczne gesi stad reprodukceyjnych.
Szczepienia te znacznie ograniczyly wystgpowanie
choroby. Jednakze w latach dziewigédziesiatych za-
notowano ponownie przypadki choroby Derzsyego.
Choroba wprawdzie przebiega z nizsza Smiertelnos$cia
niz w poprzednim okresie, ale nadal jest przyczyna
znacznych strat ekonomicznych w dotknigtych stadach
(1).

Celem badan byta charakterystyka molekularna szcze-
pow wirusa choroby Derzsyego izolowanych z przy-
padkow terenowych w ciagu ostatnich dziesigciu lat.
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Materiat i metody

Gesi. Materiat do badan pochodzit z 65 stad ggsi w wie-
ku 1,5-6 tyg. zlokalizowanych na terenie catej Polski,
w ktorych podejrzewano wystgpowanie choroby Derzsy-
ego. Liczebnos¢ ptakow w stadzie wynosita od 250 do 8000
ptakow, odsetek padnig¢ od 12 do 76. Do badan dostarcza-
no od 3 do 11 ptakéw ze stada. W trakcie badania anato-
mopatologicznego pobierano krew do badan serologicznych
oraz wycinki narzadow wewngtrznych.

Test ELISA. Wykonywano go w 96-basenikowych
mikroptytkach optaszczonych antygenem DDV produkcji
wlasnej. Surowice badane oraz kontrolne rozcienczano
1/100. Stosowano koniugat produkcji wtasnej, ktory sta-
nowita immunoglobulina krolika przeciwko IgG ggsi zna-
kowana peroksydaza chrzanowa, a substrat stanowit ABTS.
Wyniki reakcji barwnej odczytywano w spektrofotometrze
przy dtugosci fali 405 nm. Probki uznawano za dodatnie
o wartosci ggstosci optycznej (OD) powyzej 0,200, za wat-
pliwe o wartosci 0,200 > OD > 0,150, natomiast w prob-
kach ujemnych OD wynosito ponizej 0,150 (11).

Przygotowanie materialow do izolacji wirusa. Pobra-
ne od ptakow z tej samej fermy wycinki watrob i wycinki
Z mig$nia sercowego umieszczano w oddzielnych ptytkach
Petriego. W ten sposdb z kazdej fermy uzyskiwano po
2 materiaty do dalszych badan. Nast¢pnie pobrany mate-
riat poddawano homogenizacji i zawieszano w ptynie PBS
z dodatkiem mieszaniny antybiotykoéw 1 ml/100 ml (Anti-
biotic — Antymycotic — Gibco). Po trzykrotnym zamroze-
niu i rozmrozeniu wirowano w 4°C przy 2000 obr./min.
przez 20 min. Po stwierdzeniu jalowosci uzyskane super-
natanty przechowywano w temperaturze —20°C.

Izolacja wirusa w hodowli fibroblastéw zarodka ge-
siego. Hodowl¢ fibroblastow zarodka ggsiego sporzadza-
no z 12-14-dniowych zarodkéw gesich wedhug ogdlnie przy-
jetych zasad. Podtoze wzrostowe stanowit pltyn Eagle’a
z dodatkiem 10% surowicy cielecej i 0,01% mieszaniny
antybiotykow (Antibiotic — Antymycotic — Gibco). Zawie-
sing komodrek GEF o gestosci 1,0 x 10*° komoérek/ml zaka-
zano bezposrednio przy zaktadaniu hodowli homogeniza-
tem narzadow wewngtrznych badanych ptakow. Kontrolg
prawidlowosci zakazenia komorek stanowil szczep szcze-
pionkowy PIW-82 stuzacy do produkcji szczepionki
DERVAC (PIWet-PIB Putawy). Zakazone hodowle komo-
rek obserwowano przez 7 dni pod mikroskopem i oceniano
powstawanie efektu cytopatycznego. Po 7 dniach zbierano
material wirusowy z zakazonych hodowli, ktory stuzyt do
przeprowadzenia nastgpnego pasazu. Materiat uzyskany
z trzeciego pasazu uzyto do dalszych badan.

Izolacja wirusa w zarodkach. Wykonywano ja w 12-
-13-dniowych zarodkach ggsich. Zarodki zakazano do jamy
omoczniowej po 0,2 ml homogenizatu narzadéw wewnetrz-
nych ptakéw. Zarodki inkubowano przez 10 dni w 37°C
1 wilgotnosci ok. 55%. W trakcie badania embriopato-
logicznego od zarodkow zamartych i schtodzonych po 10
dniach inkubacji pobierano ptyny i blony zarodkowe oraz
watroby, ktore stuzyty do przeprowadzenia kolejnych trzech
pasazy.

Izolacja DNA. W momencie wystapienia efektu cyto-
patycznego w trzecim pasazu zakazone komorki GEF zbie-
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rano i izolowano catkowite, komoérkowe DNA przy uzyciu
zestawu komercyjnego firmy Qiagen (USA). W przepro-
wadzonym rozdziale elektroforetycznym w 1% zelu aga-
rozowym potwierdzono prawidtowo$¢ izolacji i czystos¢
wyizolowanego DNA widocznego w $wietle UV w postaci
jednego prazka.

Reakcja amplifikacji i elektroforeza produktéw PCR.
Stosowano startery dla regionu VP1 genomu wirusa cho-
roby Derzsyego, ktore zsyntetyzowano w Instytucie Bio-
chemii 1 Biofizyki PAN w Warszawie. Sekwencja starte-
réw byla nastgpujaca: 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 wynosit 66,7%, nato-
miast w DDV 2 44,4%. Liofilizat ze starterem DDV 1 roz-
puszczano w 354 pl buforu TE do koncentracji 100 uM,
natomiast DDV 2 w 282 pl buforu TE. W PCR uzywano
koncentracji 10 uM kazdego ze starterow.

Reakcje amplifikacji wykonywano w mieszaninie reak-
cyjnej o objgtosci 25 ul zawierajacej: 5 pl buforu do PCR
(500 mM KCl, 100 mM Tris-HCI, Triton X-100); 2 ul mie-
szaniny deoksynukleotydéw (0,2 mM); po 2 ul kazdego
ze starterow (po 10 mM); 2 ul wyizolowanego DNA, 1 pl
Taq polimerazy DNA (1 u/1 pl) oraz 11 pl wody dejonizo-
wanej.

Warunki termiczne reakcji amplifikacji byly nastepuja-
ce: 30 cykli: denaturacja wstepna — 94°C — 30 s; przytacza-
nie starterow — 52°C — 30 s; wydhuzanie tancucha 72°C —
1 min.; koncowe wydhuzanie tancucha — 72°C — 10 min.

Produkty PCR analizowano po przeprowadzeniu rozdzia-
tu elektroforetycznego w 2% zelu agarozowym. Do odpo-
wiednich basenikow Zelu nanoszono po 5 pl mieszaniny
poreakcyjnej i 2 ul buforu obciazajacego do prob (0,25%
btekitu bromofenolowego; 40% w/v sacharozy w wodzie).
Jako buforu elektrodowego uzywano buforu TBE (Tris —
Base 10,8 g; kwas borowy 5,5 g; 4 ml 0,5 M EDTA o pH
8,0). Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzano przez
1 h przy napigciu 120 V. Po zakonczonej elektroforezie bar-
wiono zel w roztworze bromku etydyny (1 pg/ml) i oglada-
no w $wietle UV przy dlugosci fali 302 nm, poréwnujac
wielkos¢ produktow PCR z wzorcem masowym DNA
(DNA plazmidu pUC19). Wynik PCR uznawano za dodat-
ni, jezeli w $wietle UV widoczny byl prazek DNA o wiel-
kos$ci spodziewanej dla pary starterow.

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

Otrzymane sekwencje produktow PCR badanych szcze-
poéw pordéwnano z sekwencjami szczepéw parwowirusow
umieszczonymi w bazie danych Gene Bank. Byly to sek-
wencje szczepow izolowanych w Polsce, Wielkiej Bryta-
nii, na Wegrzech, we Francji, Niemczech, Danii oraz Taj-
wanie. Do okre$lenia identycznos$ci uzyto sekwencji naste-
pujacych szczepdéw: Oros/98 (HU) (Wegry); Bocsa 00/HU
(Wegry); GPV/486 GB (Wiclka Brytania); VG32 DE (Da-
nia) oraz D 146/302/FR (Francja). Analiz¢ filogenetyczna
wykonano przy zastosowaniu programoéw komputerowych:
Chromas, Blast, Clustal oraz Treeconw.
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Wyniki i omowienie

Przeprowadzony test ELISA wykazat obecno$¢ prze-
ciwciat przeciwko DDV we wszystkich badanych sta-
dach w wieku do 5 tygodni. Miana OD wabhaty si¢ od
0,150 do 0,450 w zaleznosci od stada. Prawdopodob-
nie u gasiat pochodzacych ze w stad w wieku do 3 ty-
godni byly to przeciwciata matczyne, bowiem OD byto
na poziomie 0,150-0,220. Jedynie w dwoch stadach
gasiat w wieku 2,5 tygodnia i1 jednego w wieku 3 ty-
godni OD wynosito, odpowiednio, 0,360 i 0,440. Po-
dobnie wysokie wartosci OD uzyskano w przypadku
trzech stad gesi w wieku 4 tygodni i jednego w wieku
5 tygodni.

W dalszych badaniach z narzadéw wewngtrznych
gasiat pochodzacych z 65 stad wyosobniono 7 izola-
tow wirusowych. W hodowlach GEF szczepy te po-
wodowaty powstanie efektu cytopatycznego. Obecnos¢
zmian w warstwie zakazonych komorek notowano
pomigdzy 5.-7. dniem p.i. w postaci pojawiania si¢
drobnych okragtych komorek, silnie zatamujacych
Swiatto. Liczba zmienionych komoérek w kolejnych
dniach wzrastata, powstawaty syncytia komérkowe
1 dochodzito do przerwania ciaglosci warstwy komo-
rek. Efekt ten byt charakterystyczny dla wirusa choro-
by Derzsyego.

Izolaty te po wprowadzeniu do zarodkow gesich
powodowaly ich zamieranie po 7 dniach inkubacji.
Zarodki byty zahamowane w rozwoju i przekrwione,
watroby miaty powigkszone, przekrwione i kruche,
serce powickszone i zaokraglone. Byty to zmiany ty-
powe dla zakazen wirusem choroby Derzsyego.
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806 bp

Ryec. 1.

Celem dalszej identyfikacji z namnozonych w ho-
dowlach GEF materiatow wirusowych izolowano cat-
kowite, komorkowe DNA 1 przeprowadzano reakcj¢
amplifikacji. We wszystkich przypadkach uzyskano je-
den wyrazny prazek DNA o wielkosci spodziewane;j
dla tej pary starterow, wynoszacej 806 bp (ryc. 1), iden-
tyfikujacej obecnos¢ wirusa choroby Derzsyego w ba-
danym materiale.

Nastepnie okreslono pochodzenie i podobienstwo
izolowanych szczepow. W tym celu przeprowadzono
analizg filogenetyczna oparta na sekwencji nukleoty-
dowej produktéw PCR genu VP 1 wirusa choroby
Derzsyego. Badane szczepy zostaly zaliczone do ga-
tezi filogenetycznej parwowirusow gesich. W obrebie
tej galezi wyizolowane szczepy zakwalifikowano do
2 grup filogenetycznych. Pierwsza grupe stanowia
szczepy szczeplonkowe 1szczepy o msklej zjadliwo$-
ci, w ktorej znalazty sig izolaty 54/03/P1 1 IW/05/P1.
Izolaty 9/03/P1 oraz 14/01/P1 zaliczono do drugiej gru-

py szczepOw tereno-
Bécsal99/Hu \ wych (ryc. 2).
Oroshézal98/H e S
Distance 0.02 BooanioaHy Wyniki powyzszej
— Bocsal00/Hu analizy filogenetycz-

B/Hu
LB/Hu

B42/Hu

54/03/PI
IW/05/PI

9/03/PI

Parwowirus gesi

Jankmaijtis/00/Hu
Nagyecsed/97/Hu
Balastya/00/Hu
Ocs6d/00/Hu
Lajosmizse/99/Hu

Csongrad/80/Hu
Pusztaféldvar/79/Hu

GPV486/GB

VG32/1/De

G114/3/03/PI
G114/2/03/PI
14/01/PI
G119/2/03/Hr
G119/7/03/Hr
G263/1/04/GB
14/02/PI
G114/1/03/PI
24/03/PI
SHM319/De
D146/3/02/Fr
36312/02/Fr
Hoekstra

Wegierskie GPV

nej zostaly potwier-
izolaty J yp

dzone przez wyli-
czenie stopnia podo-
bienstwa sekwencji
nukleotydowych wy-
izolowanych szcze-
pow (tab. 1). Wyno-
sit on od 92,3% do
100%. Sekwencje nu-
kleotydowe szczepu
PIW-82 1 szczepu
MFP, szczepu 14/02
124/03 oraz szczepu
54/03 i IW/05 byty
identyczne, wyliczo-
ny stopien podobien-
stwa wynosit 100%.
Natomiast sekwen-

TWL/Tw

Szczepionkowe | o niskiej
patogennosci GPV izolaty

GPV terenowe izolaty

} GPV kaczki pizmowej

MFP/PI ' o
Parwowirus kaczki ﬁp'll'vvl\ll-lgf'l{al cja nu eotydpwa
L—— FM/Fr szczepu 9/03 najbar-

89384/Fr

Rye. 2.

dziej r6znita sig sek-
wencji pozostatych
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szczepow. Wyliczony sto-
pien podobienstwa wynosit
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Tab. 1. Podobienstwo sekwencji fragmentu 806 bp regonu VP1 polskich szczepéw wirusa
choroby Derzsyego i szczepow europejskich

0 0

Odc921’3 /o dl?rg"ijz /o. N PIW-82 | MFP 14/01 14/02 9/03 24/03 54/03 IW/05

clein oxres enla pocho- fo,, 4 X 100 96,1 99,0 92,3 99,0 96,9 96,9
dzenia badanych szczepow,
ich sekwencje nukleotydowe [MFP 100 X 96,1 99,0 92,3 99,0 96,9 96,9
poréwnano z sekwencjami |14/01 96,1 96,1 X 96,1 94,2 96,1 98,3 98,3
SZCZCPOwW W‘?glﬁ?rSl?lCha an- 4402 99,0 99,0 96,1 X 92,8 100 96,9 96,9
gielskich, dunskich i francu-
skich. Wykazano, iz sekwen- 9/03 92,3 92,3 94,2 92,8 X 92,8 94,0 94,0

. s

cie szczepdw 54/03 oraz IW/ | 24103 99,0 99,0 96,1 100 92,8 X 96,9 96,9
05 byly identyczne z sek- [543 96,9 96,9 98,3 96,9 94,0 96,9 X 100
wencjami szczepu VG32DE |y 45 96,9 96,9 98,3 96,9 94,0 96,9 100 X
wyizolowanym w Danii, ho- A
mologia pozostatych sck- |07 %8HU 96,4 96,4 97,8 96,4 93,5 96,4 98,6 98,6
wencji wynosita od 91,5% |Boesa 00HUA | 96,4 96,4 97,8 96,4 93,5 96,4 98,6 98,6
do 96,9%. Rowniez polskie | Gpv/ss Ga® 96,4 96,4 96,4 96,4 91,3 96,4 99,5 99,5
szczepy nieco fozmly SII? od |yg3p pee 96,9 96,9 96,9 96,9 91,5 96,9 100 100
SZCZEPOW IZO owanycn na
qurgech pOdObleynStWO D146/302/FR? | 99,0 99,0 99,0 99,0 89,9 99,0 96,9 96,9

sekwencji nukleotydowych
migdzy nimi wynosito od Francji

93,5% do 98,6%. Stwierdzono takze niewielkie rozni-
ce pomigdzy szczepem izolowanym w Wielkiej Bry-
tanii a naszymi szczepami, w tym przypadku podo-
bienstwo sekwencji nukleotydowej wynosito od 91,3%
(szczep 9/03) do 99,5% (szczep 54/03 1 IW/05).

Tatar-Kis 1 wsp. (14) na podstawie badan filogene-
tycznych podzielili szczepy wirusa choroby Derzsy-
ego izolowane w Europie 1 Azji na 3 grupy filogene-
tyczne Grupg 1 stanowity wegierskie szczepy tereno-
we 1 szczepy szczeplonkowe oraz szczepy o zblizonej
sekwencji do szczepow izolowanych w Wielkiej Bry-
tanii i Niemczech. Zaliczono je ogdlnie do grupy szcze-
pow europejskich. Wiasne szczepy na podstawie prze-
prowadzonych badan, réwniez mozna zaliczy¢ do tej
grupy. Grupa 2 to szczepy wschodnioeuropejskie
1 szczep z Tajwanu, a grupa 3 to szczepy z Tajwanu
1 szczep z Tajlandii. We wszystkich tych szczepach
stwierdzano identyczne sekwencje nukleotydowe lub
jedynie niewielkie rdznice, b¢dace wynikiem mutacji
punktowych, ktoére miaty wptyw na patogennos$¢ tych
szczepOw. Na podstawie sekwencjonowania stwierdzo-
no w szczepach wegierskich mutacj¢ w pozycji 75
w postaci zamiany lizyny na asparaginq Mutacja ta
byta charakterystyczna dla szczepoéw o niskiej pato-
gennosci i dla szczepdéw atenuowanych, szczepionko-
wych z wyjatkiem szczepu Hoekstra, pochodzacego
ze szczepionki komercyjnej Palmlvax (Meral — Fran-
cja), w ktorym w sekwencji aminokwasowej w pozy-
cji 78 seryna zostata zastapiona asparaging (2). W ba-
daniach wilasnych nie okreslano sekwencji aminokwa-
sowej, ktora, by¢ moze, pozwolitaby wykry¢ podobna
mutacj¢ rowniez w polskich szczepach.

Reasumujac, na podstawie badan wiasnych mozna
stwierdzi¢, iz polskie szczepy wirusa choroby Derz-
syego rdznig si¢ nieco od siebie, lecz wszystkie maja
pochodzenie europejskie.

Objasnienia: A — szczep wyizolowany na Wegrzech, B —w Wielkiej Brytanii, C—w Danii, D —we
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