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Molecular characteristics of Polish circovirus strains isolated from geese

Summary

Goose circovirus (GoCV) infections are commonly found in geese on European and Asian farms, but the
role of GoCYV as a causative agent of the problem in geese production has not been established yet. The aim of
the study was to investigate the prevalence and molecular characteristics of circovirus infection in commercial
geese farms located in South-East Poland. Tissue samples of spleen or bursa of Fabricius from 95 dead geese
of different ages have been collected from 28 farms/flocks between April and September 2005. None of the
clinical signs and important problems with production were reported during the time of the investigation.
A polymerase chain reaction (PCR) was designed for the diagnosis of the infection. From positive samples
a C1 gene fragment which encodes the capsid protein (after translation of 250 amino sizes), using two pair
of primers has been amplified and a sequencing reaction was performed in both directions. The nucleotide
sequences were aligned with the sequences geese circovirus strains obtained from GeneBank by BioEdit
sequence alignment editor software using Clustal W multiple alignment algorithm. Prevalence of GoCV was
found in 18 (18.9%) spleens or bursa of Fabricius samples from geese from 14 (35.0) flocks. All positive birds
were more than S-weeks-old. The nucleotide sequence of C1 gene fragment of Polish GoCV showed 99% to

84% identity with C1 gene sequenced by Todd et al. (accession number AJ304456 GenBank database).
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Obserwowana w ostatnich latach intensyfikacja pro-
dukcji gesi (zarowno stad reprodukcyjnych, jak 1 ggsi
przeznaczonych do tuczu) oraz szeroki obrot materia-
tem hodowlanym na $wiecie prowadza do wzrostu za-
grozenia epidemiologicznego 1 w konsekwencji wy-
buchu choréb zakaznych. Wedlug Samorek-Salamo-
nowicz 1 wsp. (6), przyczyna padni¢¢ gesi sa przede
wszystkim choroby bakteryjne (od 24,5% do 30,0%,
w tym gtéwnie zakazenia wywolane przez Salmonel-
la, Pasteurella, Mycoplasma 1 E. coli) oraz zakazenia
grzybicze (od 15,5% do 20% padnig¢). Niemniej za-
kazenia wirusowe, w tym najgrozniejsza choroba Derz-
syego (DD), ktora stanowi od 16,5% do 19,5% diag-
nozowanych przypadkdw, sa istotna przyczyna strat
w produkcji. Pomimo stosowanej od 1982 r. w kraju
immunoprofilaktyki choroby Derzsyego notowany jest
wzrost wystgpowania tej choroby u gasiat pochodza-
cych od rodzicow ze stad szczepionych. Wsrdd czyn-
nikow wplywajacych negatywnie na powstawanie
swoistych przeciwcial poszczepiennych anty-DDV
i serokonwersj¢ wymienia si¢: inwazje nicieni zotad-
kowo-jelitowych, stres, zakazenia bakteryjne 1 inne
zakazenia wirusowe (6, 11). W ostatnich latach w Eu-
ropie pojawiaja si¢ nowe jednostki chorobowe gesi,

wczesniej nie notowane, jak cirkowiroza (8) lub go-
raczka zachodniego Nilu (5).

Pierwsze doniesienia na temat zakazen cirkowirusa-
mi gesi (Goose circowirus — GoCV) pochodza z 1997 r.
z terenow potudniowej Brandenburgii w Niemczech
(8). W duzej fermie gesi (czeskie hybrydy) zaobser-
wowano w trakcie okresu produkcyjnego spadek masy
ciata — $rednio 500 g na ptaka pod koniec 9-tygodnio-
wego okresu odchowu oraz istotny wzrost odsetka
ptakow wybrakowanych. Gasicta odchowywaly sig zle
poczawszy od pierwszego tygodnia Zycia, ale objawy
kliniczne w stadzie ograniczyly si¢ jedynie do zabu-
rzenia (opdznienia) wzrostu i opierzania. Obserwacje
prowadzone w fermie wskazywaty, ze etiologia przy-
czyn strat jest ztozona, wieloczynnikowa. Nie wyklu-
czono réwniez udziatu czynnika chorobowego o dzia-
taniu immunosupresyjnym. Szczegétowym badaniom
diagnostycznym poddano ggsi 2- 1 9-tygodniowe.
W badaniu anatomopatologicznym stwierdzono jedy-
nie u niektorych ptakow tagodne zmgtnienie workoéw
powietrznych. W badaniu histopatologicznym wyka-
zano zmiany w narzadach limfatycznych, w tym de-
plecje limfocytéw w bursie Fabrycjusza, $ledzionie
1 grasicy. Stwierdzono rowniez obecno$¢ srodcyto-
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plazmatycznych, zasadochtonnych ciatek wtrgtowych
w makrofagach grudek chtonnych bursy Fabrycjusza
(praktycznie u wszystkich badanych ptakow). W mi-
kroskopie elektronowym wykazano w bursie Fabry-
cjusza, grasicy, $ledzionie obecno$¢ charakterystycz-
nych, circovirus-like czastek wirusowych. Natomiast
w badaniach mikrobiologicznych wyizolowano z za-
tok okotonosowych oraz z mozgu Riemerella anati-
pestifer. W trakcie odchowu w stadzie tym diagnozo-
wano réwniez aspergilozg. Uznano, ze zakazenie wi-
rusem powodujacym zmiany w narzadach limfatycz-
nych ma charakter immunosupresyjny, co predyspo-
nuje do wtornych zakazen bakteryjnych i grzybiczych,
a w konsekwencji do duzych strat ekono-
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Od tej pory w wielu krajach $wiata z roz-
winigta, intensywna produkcja gesi rozpocze-
to monitoringowe badania, majace na celu —|
wyjasnienie przyczyn problemow w produk-
cji. W badaniach tych uwzgledniono rowniez
zakazenia wirusowe, w tym cirkowirusowe
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Celem badan byto okreslenie czgstotliwo-
$ciiwystgpowania zakazen GoCV w stadach
gesi w poludniowo-zachodniej Polsce oraz

Ryec. 1. Drzewo filogenetyczne wykreslone na podstawie sekwencji bial-
ka C1 polskich GoCV i pochodzacych z GenBank

charakterystyka molekularna izolatow.

Materiat i metody

Pomigdzy kwietniem a sierpniem 2005 r. od 95 padtych
ptakoéw pochodzacych z 40 ferm ggsi z terendw potudnio-
wo-zachodniej Polski pobrano §ledziony lub/i bursg Fabry-
cjusza celem izolacji genomowego DNA. W trakcie pobie-
rania prob u ptakow nie stwierdzano istotnych objawow
klinicznych choroby ani zmian patologicznych. Zgroma-
dzone probki do czasu izolacji DNA przechowywano
w temperaturze —20°C. Przed przystapieniem do izolacji
DNA tkanki homogenizowano. Izolacje DNA przeprowa-
dzono z zastosowaniem DNeasy kit (QIAGEN), zgodnie
z protokotem zataczonym przez producenta.

Do identyfikacji zakazen GoCV zastosowano metodg
PCR z uzyciem pary starteréw dla sekwencji genu rep
GoCV: P, f5’-GAC GAA GAT AAT GAA GAA TAT T-3’
iP r5-AAG GCA GCC ACC CAT A(A/G)A AAT-3’
(3). Zastosowana reakcja zostata zoptymalizowana. Mie-
szanina reakcyjna o objetosci 25 ul zawierata: 16,5 ul
wody dejonizowanej; 2,5 pl 10 x stezonego buforu Tag
z jonami MgCL; 1 pl Polimerazy RedTag (Sigma); 2,5 ul
mieszaniny nukleotydow (0,2 nM kazdego z czterech
dNTP); 0,25 ul kazdego ze starterow (0,1 uM) oraz 2 ul
wyizolowanego DNA. Reakcje PCR przeprowadzono
w nastgpujacych warunkach: wstepna denaturacja 94°C
przez 5 min., nastgpnie 30 cykli — denaturacja: 94°C przez
1 min., przytaczanie starterow: 55°C przez 1 min. i synteza
komplementarnego DNA: 72°C przez 1 min. oraz konco-
wa elongacja: 72°C przez 7 min. Wizualizacj¢ produktu
o dhugosci 388 bp dokonano w 1,5% zelu agarozowym
z dodatkiem bromku etydyny. Uzyskane produkty, dla po-

twierdzenia, zostaly zsekwencjonowane w Oligo IBB War-
szawa z uzyciem ww. pary starterow.

Kolejnym etapem badan byta amplifikacja fragmentu C1
genomu wirusa GoCV (nukleotydy od 1761 do 1009). W tym
celu proby genowego DNA pochodzace od gesi, w ktorych
wykryto GoCV, poddano dwom kolejnym reakcjom PCR
z dwoma parami starterow: zestaw 1: 5° TAA ATG CGA
GTT TGA TGT GTCT-3°,15’-CAT TTA ACC CCT TCC
AAA GAG T-3’ (nukleotydy od 1401 do 837) oraz zestaw
2:5-GTG TGC CTT CTT TCT CTC C-3’15’-CTG CGT
AGG GGT CTA TGT TC-3’ (nukleotydy od 1290 do 226).
Uzyskane produkty poddano sekwencjonowaniu w obu kie-
runkach w Oligo IBB Warszawa. Sekwencje ztozono i po-
rownano w programie BioEdit metoda Clustal, a nastgpnie
dokonano translacji. Uzyskane sekwencje poréwnano tak-
ze z sekwencjami fragmentow C1 genomu GoCV wczes-
niej izolowanymi na $wiecie i wezesniej umieszczonymi
w bazie danych GenBank. Analizg filogenetyczna przepro-
wadzono w programie MEGA 4 i uzyskano dendrogram

(ryc. 1).
Wyniki i omowienie

W przeprowadzonych badaniach wykryto metoda
PCR GoCV w narzadach wewnetrznych 18 (18,9%)
ptakow pochodzacych ze stad towarowych gesi z tere-
nu zachodnio-potudniowej Polski. Zbadane probki od
ptakow w wieku 1-3 dni nie wykazaty obecnosci ge-
nomu GoCV, natomiast u ptakow starszych, 5-7-ty-
godniowych, jak i pod koniec tuczu, tj. 14-16-tygod-
niowych wykazano obecno$¢ genomu GoCV, odpo-
wiednio, u 33,3% 1 46,1%. Zakazone ptaki pochodzi-
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Tab. 1. Wyniki badan w kierunku GoCV
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pozytywnych i 14,8% w stadach

Liczba gesi | Liczba (%) potwierdzefi | Liczba (%) stad | Liczba (%) stad | OC Y negatywnych) Autorzy we-

Wik gesi badanych GoCV wykrytych metoda | gesi badanych | gesi z obecnoscia | Z1ETSCY wykonali rowniez analizg
ek gest w kierunku PCR w narzadach w kierunku GoCV wykrytyeh | wicku zakazonych ptakow. Wyka-
obecnosci GoCV wewnetrznych gesi obecnosci GoCV metoda PCR zala ona, ze podobnie jak w Polsce,

1-3 dni 51 0(0,0) 17 0(0,0) zakazenia GoCV wystepowaly bar-
5-7 tygodni 18 6 (33,3) 8 5 (62,5) gZO ngdk%l% (§QSI mloiszl}l’ch niz
) : tygodni (3,8% wszystkich wyni-
14 16’tygodn| 26 12 (46,1) 15 9 (60,0) koW pOZYtYWHYCh) Autorzy we-
Qgétem 9 1k ) Al 10 (R gierscy sugeruja, ze mtode gasieta

ty z 14 ro6znych stad (35,0%), przy czym w stadach
gesi powyzej S tygodni zycia czgstos¢ zakazen wyno-
sita ponad 60% (tab. 1).

W ramach badan przeprowadzonych przez autorow,
uzyskano 5 réznych sekwencji genu C1 kodujacego
biatko kapsydu polskich izolatdéw GoCV (nukleotydy
1009-1761). Poréwnano je z sekwencjami GoCV izo-
lowanymi wcze$niej na calym §wiecie, pozyskanymi
z bazy danych GenBank. Stwierdzono, ze sekwencje
badanych nukleotydow genu C1 polskich izolatéw
GoCV wykazuja od 99% do 84% podobienstwo z sek-
wencjami izolatow pochodzacymi z Niemiec, Chin
i Tajwanu. Analiza filogenetyczna tego genu Wykaza-
ta, ze tworza jeden duzy klaster, wyraznie wyodrgb-
niajac polski izolat GOCV56, ktorego sekwencja nuk-
leotydow jest nieco odmienna od zawartych w Gen-
Bank. Z kolei w obrebie tej duzej grupy wyodrebniaja
sig mniejsze klastery — izolaty azjatyckie tworzace
3 mniejsze grupy, oraz czwarta ,,europejska’” zawiera-
jaca izolat niemiecki z czterema polskimi (GOCV13,
GOCV31, GOCV13 i GOCVS53) (ryc. 1).

Podobny monitoring stad ggsi towarowych w kie-
runku zakazen GoCV przeprowadzony na Wegrzech
w latach 2000-2001 obejmowat 76 stad gesi (1). Obec-
nos¢ DNA cirkowirusa gesi (GoCV) (metoda PCR)
wykazano u 64,5% ptakow pochodzacych z 49 roz-
nych stad. Objawy kliniczne choroby obserwowano
jedynie w 33 stadach pozytywnych w kierunku zaka-
zenia GoCV. Manifestowaty si¢ one kulawiznami,
opdznieniem rozwoju, objawami ze strony uktadu od-
dechowego i nerwowego oraz ogdlna zta kondycja pta-
kéw. Kulawizny 1 opdznienie rozwoju byly najczest-
szymi z notowanych objawow (odpowiednio, w2117
stadach). Zmiany histopatologiczne w bursie Fabry-
cjusza, typowe dla zakazenia cirkowirusami, potwier-
dzono jedynie u ptakow pochodzacych z 3 stad. Do-
datkowo przeprowadzone na Wegrzech badania labo-
ratoryjne w monitorowanych stadach pozwolity na
zdiagnozowanie infekcji reowirusowych, parwowiru-
sowych, polyomawirusowych oraz zakazen wywota-
nych przez Salmonella, Pasteurella, Mycoplasma,
Streptococcus 1 Candida. W wigkszo$ci przypadkow
infekcje te stwierdzano zarowno w stadach zakazo-
nych, jak tez niezakazonych circowirusami ggsi. Zde-
cydowanie czg$ciej (wykazano dodatnia korelacjg)
w stadach zakazonych GoCV stwierdzano infekcje
reowirusowe (odpowiednio, 38,6% w stadach GoCV

do 3.-4. tygodnia zycia moga chro-
ni¢ przed infekcja przeciwciata matczyne. Z drugiej
strony, obecno$¢ wirusa u 1-tygodniowych ptakéw na-
suwa podejrzenie, ze GoCV, podobnie jak inne wirusy
z rodziny Circoviridae, szerzy si¢ rowniez droga pio-
nowa (wertykalna).

Badania prowadzone przez Chen i wsp. (2) w popu-
lacji gesi na Tajwanie potwierdzity endemiczne wy-
stgpowanie zakazen cirkowirusem ggsi. Obecno$¢
DNA GoCV stwierdzono w 16 (76,2%) na 21 bada-
nych stadach ggsi pochodzacych z réznych ferm zlo-
kalizowanych na catym obszarze kraju. Autorzy pod-
kreslaja, ze objawy kliniczne (najczesciej okoto 9. ty-
godnia odchowu) w postaci zahamowania wzrostu
1 zaburzenia w pierzeniu obserwowano u 5-30% pta-
koéw na wszystkich fermach.

Intensywnie prowadzone sa réwniez badania filo-
genetyczne genomu GoCV (2, 10). Poznano catkowi-
ta sekwencje genomowego DNA wirusa GoCV (12).
Genom tego wirusa ma wielko$¢ 1821 nukleotyddéw
i zawiera dwie gtéwne ramki odczytu V11 C1, ktore ko-
duja, odpowiednio, biatka zwiazane z rephkaqq (Rep)
1 biatka kapsydu. Genom GoCV zawiera rowniez dwie
mniejsze ramki odczytu — V2 i C2, ktérych funkcja
pozostaje nieznana. Poréwnanie sekwencji cirkowiru-
sow wykazato, ze GoCV posiada genom, ktdrego cechy
sa wspdlne z gnomem cirkowirusow $win (PCV1, PCV2)
oraz choroby dzioba i pior papug (BFDV). Co wigcej,
wirus ten wykazuje homologi¢ sekwencji aminokwa-
sow biatka C1 z ww. cirkowirusami na poziomie od
43,2% do 46,4%, a biatka Rep od 22,3% do 29,1% (2).

Kolej ne badania catych genom(')w WIrusOw przepro-
wadzone przez Chen 1 wsp., jak i Johne 1 wsp. (3, 4)
wykazaty wyrazng homologi¢ genomu cirkowirusow
izolowanych od gegsi (GoCV) i kaczek (DuCV). Ana-
liza filogenetyczna wykazata, ze izolaty GoCv i DuCV
tworza jeden klaster wyodrgbniony z pozostatych cir-
kowirusow izolowanych od ptakow i izolowanych od
Swin.

Analiza genomu GoCV pozwolita wykazaé, ze izo-
laty tego wirusa naleza do trzech r6znych grup gene-
tycznych. Roznice nukleotydow pomigdzy poszczegol-
nymi grupami wynosza okoto 7%, a w poszczegdlnych
grupach mniej niz 1%. Przypuszcza sig, ze wirusy na-
lezace do tych grup, w tym jedna z Niemiec 1 dwie
z Tajwanu, kraza po Europie 1 Azji. Nie wykazano do-
tychczas réznic w patogenno$ci pomigdzy wirusami
nalezacymi do poszczeg6lnych grup (2, 10).
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Reasumujac, nalezy podkresli¢, ze przeprowadzo-
ne badania na §wiecie, jak i w Polsce wskazuja na wy-
soka czestos¢ zakazen GoCV w stadach towarowych
gesi. Jednoznaczna rola cirkowiruséw gesi w powo-
dowaniu bezposrednich strat na fermach moze by¢
dyskusyjna, niemniej rola posrednia jako czynnika
immunosupresyjnego, cho¢ wymaga prowadzenia dal-
szych badan, jest oczywista. Potwierdzeniem immu-
nosupresyjnego dziatania GoCV moze by¢ fakt obser-
wowania zmian histopatologicznych w narzadach lim-
fatycznych — deplecjg¢ limfocytow oraz wzrost liczby
histiocytow w bursie Fabrycjusza, §ledzionie i grasicy

).
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