Medycyna Wet. 2009, 65 (7) 475

Praca oryginalna Original paper

Analiza molekularna genu hemaglutyniny
wirusa nosowki izolowanego z klinicznych
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Molecular analysis of CDV hemagglutinin gene isolated from clinical cases of distemper
in foxes and dogs

Summary

The aim of the study was to to detect and characterize the canine distemper virus isolated from 4 foxes and
6 dogs, naturally infected in Poland, as well as from two vaccines. A 200-bp fragment of the CDV H gene was
amplified and sequenced. Sequencing of the PCR products from the isolates led to the identification of
4 groups. The most numerous group No. 1 was represented by virus strains isolated from 4 foxes and 4 dogs.
In group No. 2 there were two sequences of CDV isolated from two dogs. These sequences varied from group 1
by transitions in positions 133 and 135. The isolates from groups 1 and 2 showed significant differences
of nucleotide as well as aminoacid sequences in comparison with the isolates obtained from vaccines and
with various CDV sequences obtained from GenBank. The results may indicate the appearance of new CDV

variants in eastern Poland
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Nosowka psow (febris catarrhalis infectiosa canum)
jest wysoce zarazliwa, ogdlnoustrojowa, goraczkowa
choroba wirusowa, przebiegajaca wsrdd objawdw nie-
zytu blon sluzowych przewodu pokarmowego, ukfa-
du oddechowego 1 nerwowego, ktérym towarzysza
wtorne zakazenia, gtdwnie bakteryjne (1). Czynnikiem
etiologicznym choroby jest wirus noséwki (CDV),
nalezacy do rodzaju Morbillivirus znajdujacego si¢
w obrebie rodziny Paramyxoviridae. Wykazuje on sze-
rokie spektrum zakazne dla wielu gatunkow zwierzat
migsozernych i moze przyczyniac si¢ do znacznej de-
populacji niektorych z nich (11). Materiat genetyczny
CDV stanowi pojedyncza ni¢ RNA o wielko$ci okoto
15 616 nukleotydow. W obrebie genomu zlokalizowa-
nych jest sze$¢ genéw kodujacych: biatko ostonki (M),
dwie glikoproteiny (hemaglutynina-H oraz biatko fu-
zyjne F), dwa bialka biorace udzial w replikacji (fos-
foproteina P 1 biatko L) oraz biatko nukleokapsydu-N
(12). Porownujac sekwencje poszczegdlnych genow
kodujacych biatka CDV wykazano, ze najczesciej roz-
nice pomigdzy referencyjnymi szczepami 1 izolatami
wirusa nosOwki wykazywane sa w obrgbie gendéw:
hemaglutyniny, biatka fuzyjnego F oraz nukleoprote-
iny. Przypuszcza si¢, ze mutacje powstajace w obre-
bie tych genéw moga by¢ przyczyna wystgpowania
nosoéwki, zwlaszcza u psow, mimo powszechnie pro-

wadzonego programu szczepien tych zwierzat na Swie-
cie (13).

Hemaglutynina jest powierzchowna glikoproteina
wirusa nos6wki o dtugos$ci 8-12 nm i masie czastecz-
kowej 76 kDa. Odpowiada ona za przylaczenie si¢
wirusa do odpowiedniego receptora znajdujacego si¢
na powierzchni komorki, a takze bierze udziat w agluty-
nacji erytrocytow ssakow, nie posiada natomiast wias-
ciwosci neuraminidazowych, jak u wirusoOw z rodzaju
Parainfluenza. Indukuje powstawanie w organizmie
zakazonych zwierzat przeciwcial anty CDV. Z racji
swej lokalizacji biatko to narazone jest w wigkszym
stopniu na dziatanie czynnikéw mutagennych niz np.
nukleoproteina, co z kolei wptywa na jego duza zmien-
no$¢, u podstawy ktorej leza zmiany w sekwencji nu-
kleotydowej genu kodujacego H (5, 6).

Celem badan byla analiza molekularna fragmentu
genu hemaglutyniny CDV izolowanego z klinicznych
przypadkow nosowki lisoOw 1 psow.

Materiat i metody

Przedmiotem badan byty lisy srebrzyste i psy z objawami
nosowki. Lisy pochodzity z fermy zlokalizowanej na terenie
wschodniej Polski, na ktorej u chorych klinicznie zwierzat
obserwowano objawy dusznos$ci, zapalen spojowek, ronien
u samic oraz pojedyncze padnigcia u szczeniat. U 2 sztuk
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zaobserwowano objawy nerwowe. Obsadg fermy, stada pod-
stawowego stanowito: 60 samici 11 samcow lisow srebrzys-
tych. Materiat do badan w kierunku noséwki stanowity na-
rzady wewngetrzne pobrane od 7 padtych zwierzat (watroba,
nerki, pluca) oznaczone jako probki nr 001-007.

Psy, w liczbie 10 (6 samcdow i 4 samice w wieku 2 miesig-
cy-1,5 roku, oznaczone numerami 008-017) pochodzity z te-
renu wojewodztwa lubelskiego. Zwierzgta nie byty szcze-
pione przeciwko nosdéwce, natomiast do Kliniki Choréb Za-
kaznych Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie zostaly zgloszone z objawami
goraczki, silnej dusznosci, zapalenia spojowek, braku ape-
tytu i odwodnienia. Krew do badan pobierano do probowek
z EDTA.

Izolacja leukocytow z pelnej krwi. Leukocyty izolowa-
no z pelnej krwi przy uzyciu odczynnika Histopaque (Sig-
ma). Krew w iloéci 3 ml nawarstwiano na 3 ml odczynnika,
po czym wirowano przez 30 min. przy 1490 obrotéw/min.,
w temperaturze 20°C. Frakcj¢ leukocytow przeplukiwano
3-krotnie buforem PBS, osadzano przy 1178 obrotéw/min.
przez 10 min. (Sigma 3K15, rotor Nr. 11133). Osad leuko-
cytéw zawieszano w 500 pl PBS (15).

Izolacja RNA z leukocytéw. Do izolacji calkowitego
RNA z leukocytow wykorzystano odczynnik Trizol LS
(Invitrogen). Do 250 pl zawiesiny leukocytow wprowadza-
no 750 pl Trizol. Po 5-minutowej inkubacji w temperaturze
pokojowej do probek dodawano 200 pl chloroformu, wiro-
wano 15 minut przy 10 000 obrotéw/min., w temperaturze
4°C. Powstata fazg wodna przenoszono do 500 pul izopropa-
nolu i inkubowano w temperaturze —20°C przez 24 h. Na-
stepnie probki wirowano w 4°C przy 14 000 obrotow/min.,
przez 45 minut. Wirusowe RNA wytracano 70% etanolem,
a uzyskany precypitat zawieszano w 20 ul wody (15).

Izolacja RNA z narzadéw wewnetrznych padlych li-
sow. [zolacje RNA wirusa nosowki przeprowadzano z wat-
roby, nerek, ptuc padtych szczeniat. Skrawki tkanek o masie
10 g zalewano 50 ml ptynu Eagle’a, po czym poddawano je
rozdrobnieniu w homogenizatorze MPW-120. 250 ul zawie-
siny tkanek dodawano do 750 pl Trizolu, po czym dalsze
etapy izolacji RNA przebiegaty jak w przypadku izolacji
z leukocytow.

Startery reakcji PCR. W badaniach wykorzystano parg
starterow swoistych dla genu biatka hemaglutyniny CDV
— H13: 5°>-CAAGACAAGGTGGGTGCCTT-3" i H18:
5’-CTTGGTGAAATCGAACTCCA-3’ (10), ktore umozliwia-
ty amplifikacje odcinka genu o dhugosci ok. 200 par zasad.

Reakcja odwrotnej transkrypcji. Mieszaning sktadaja-
casi¢ z 5 ul wyizolowanego, catkowitego RNA, 9,5 ul wody
i1 ul ANTP, (Invitrogen) denaturowano w temperaturze 65°C
przez 5 minut, po czym umieszczano na 5 minut w tazni
lodowej. Nastegpnie dodawano: 5 ul buforu dla odwrotnej
transkryptazy (Fermentas); 2,5 ul ANTP (2 mM); 1,0 pl in-
hibitora RNA-zy (10 v/pl, Fermentas); 1,0 ul odwrotnej trans-
kryptazy (200 u/ul, Fermentas). Syntez¢ cDNA przeprowa-
dzano w temperaturze 50°C przez 30 minut w termocykle-
rze Biometra. Mieszaning reakcyjna inkubowano w 94°C
przez 5 minut.

Reakcja PCR. Amplifikacjg uzyskanego cDNA przepro-
wadzono w 50 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej: 31,5 pl
wody, 5 ul buforu dla Taq polimerazy, 1 pl ANTP (10 mM),
1 ul kazdego ze starteréw H13 i H18 (koncowa koncentra-
cja 50 pM), 5 ul MgCl, (25 mM), 0,5 pl polimerazy DNA
Taq w stezeniu 5 u/pl (Fermentas), oraz 5 pl matrycy (zsyn-

Medycyna Wet. 2009, 65 (7)

tetyzowanej wczesniej nici cDNA). Reakcja PCR sktadata
sig z 40 cykli: denaturacji nici w 94°C przez 30 sekund, przy-
laczenia starterow w 55°C przez 30 sekund i wydhuzenia
nici w 68°C przez 1 minutg. Reakcje RT-PCR przeprowa-
dzano z zastosowaniem kontroli dodatniej i ujemnej. Kon-
trolg dodatnia stanowil material genetyczny CDV izolowa-
ny z inaktywowanych szczepionek (Canivac, Vangaurd)
w sposéOb analogiczny do materialu izolowanego z tkanek
padtych lisow. Kontrolg ujemna stanowito DNA wyizolo-
wane z krwi zdrowego psa.

Elektroforeza. Uzyskane produkty reakcji RT-PCR byty
analizowane metoda elektroforezy w 1% zelu agarozowym,
w buforze TBE przy 10 V/cm przez 50 minut. Wielko$¢ pro-
duktow amplifikacji okre$lano w odniesieniu do wzorca
masowego DNA ladder 100 bp (Gibco BRL).

Sekwencjonowanie. Oczyszczone produkty reakcji PCR
poddawano sekwencjonowaniu w Serwisie Sekwencjono-
wania i Syntezy DNA Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
w Warszawie. Wyniki sekwencjonowania odbierano poprzez
pocztg elektroniczna, po czym opracowywano je za pomoca
programu komputerowego Lasergene DNA Star.

Wykorzystujac ten sam program analizowano sekwencje
fragmentu genu H izolatow wlasnych oraz poréwnywano je
z sekwencjami fragmentu genu H uzyskanego ze szczepio-
nek zawierajacych szczep Onderstepoort (Vanguard i Cani-
vac) oraz z sekwencjami izolatow umieszczonych w banku
gendéw pochodzacych z terendw Danii (Z47761), Niemiec
(Z277673,7277671), Turcji (AY093674), Wloch (DQ228166),
Japonii (AB040766), Tajwanu (AY378091), USA
(AY466011) i Grenlandii (Z47760). Dodatkowo informacj¢
genetyczng zawarta w sekwencjach nukleotydowych izola-
tow wilasnych przepisywano na biatko celem wykazania
ewentualnych mutacji jawnych w obrgbie genu hemaglu-

tyniny.
Wyniki i omowienie

Wyniki PCR. Dodatnie wyniki reakcji PCR uzys-
kano w przypadku 4 lisow (nr 001, 005, 006 1 007)
oraz 6 psow (nr 008,010,012,014,0151017) (ryc. 1).
Dodatnie wyniki reakcji PCR uzyskano takze w na-
stepstwie amplifikacji materiatu genetycznego CDV
izolowanego z dwoch szczepionek (Canivac i Van-
guard).

Czytelne sekwencje fragmentu genu H CDV uzys-
kano dla wszystkich 10 badanych produktow PCR,

Ryec. 1. Elektroforeza w zelu agarozowym produktéow PCR
fragmentu genu H CDYV, o dlugosci 200 par zasad

Sciezki: (1) — marker masowy 100 pz; (2) — kontrola pozytywna;
(3) — kontrola negatywna; (4, 5, 6, 7) — produkty PCR uzyskane
w reakcji amplifikacji DNA izolowanego z tkanek badanych osob-
nikow
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001 lis.
005 lis.
006 lis.
007 lis.
008 pies.
010 pies.

[ 012 pies.
d 014 pies.

% ‘ vanguard

| 015 pies.

1017 pies.
Ryec. 2. Podobienstwo filogenetyczne pomigdzy izolatami wlas-
nymi

canivac.

izolowanych od chorych liséw i pséw oraz w dwoch
przypadkach probek zawierajacych materiat szczepion-
kowy. Ich opracowanie w programie komputerowym
Lasergene DNA Star pozwolito na stworzenie drzewa
filogenetycznego, obrazujacego podobienstwo pomig-
dzy poszczegolnymi izolatami (ryc. 2). Jego analiza
pozwolita na wyrdznienie 4 grup. Grupg nr 1 stanowi-
ty izolaty: lis 001, 005, 006, 007, pies 008, 010, 012,
014, grupe nr 2 stanowily izolaty: pies 015 1 pies 017.

TTGCTGTTTG Majority
T T

100 110 120
1

' G C Majority
T

140 150 160
L

Ryc. 3. Poréwnanie sekwencji nukleotydowych izolatow Swia-
towych (GenBank) z sekwencja grupy nr 1 uzyskanga w bada-
niach wlasnych
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Tab. 1. Porownanie sekwencji nukleotydowych poszczegdl-
nych grup uzyskanych w badaniach wlasnych

Numer zwierzgcia Podstawienie Pozycja
Grupa nr 1 = =
Grupa nr 2 =1 199

T-A 135

Grupa nr 3 C-T 107
(Vanguard) T-A 135
T-C 35

T-C 53

G->A 86

A>T 89

Delecja C 107

%l;pni;"';:;‘ Insercja T 109
C->T 115

C->T 133

T-C 134

Insercja A 136

G->C 177

Do grupy nr 3 zakwalifikowano izolat szczepionkowy
Vanguard, za$ grupeg nr 4 tworzyt izolat szczepionko-
wy Canivac.

Najbardziej liczna grupa nr 1 reprezentowana byta
przez 8 izolatéw o wspolnej sekwencji nukleotydo-
wej przedstawionej na ryc. 3. Porownanie sekwencji
izolatéw zaklasyfikowanych do pozostatych trzech
grup, uzyskanych w badaniach wiasnych, z sekwencja
izolatow grupy nr 1 pozwolito na wykazanie roéznic
nukleotydowych, przedstawionych w tab. 1.

W celu okreslenia stopnia podobienstwa moleku-
larnego genu H CDV izolatow polskich z sekwencja-
mi izolatow $wiatowych porOwnywano w programie
Lasergene najliczniej reprezentowana w badaniach
wlasnych sekwencjg nukleotydowa grupy nr 1 z sek-
wencjami fragmentu genu H uzyskanymi z banku
genow pochodzacych z Danii (Z47761), Niemiec
(277673, Z77671), Turcji (AY093674), Wtoch
(DQ228166), Japonii (AB040766), Tajwanu
(AY378091), USA (AY466011) i Grenlandii (Z47760)
(ryc. 3). Graficznym przedstawieniem tego podobien-
stwa jest drzewo filogenetyczne (ryc. 4). Jego analiza
pozwala stwierdzi¢ niewielkie podobienstwo genu he-
maglutyniny rodzimych szczepdw wirusa nosowki ze

Niemcy 1.SEQ
’—{_: Niemcy 2.SEQ
Dania.SEQ

4{ — Turcja.SEQ

Wiochy.SEQ

Grenlandia.SEQ

Japonia.SEQ
Tajwan.SEQ
gr. 1.SEQ
USA.SEQ

—

Ryc. 4. Graficzne przedstawienie podobienstwa pomiedzy
grupa nr 1 uzyskang w badaniach wlasnych a sekwencjami
izolatéw dostepnymi w banku genéw
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IMQELIQPSCP----0

szczepami $wiatowymi CDV. Wskazuje na to

umiejscowienie grupy nr 1 na oddzielnej gatezi
utworzonego dendrogramu w stosunku do lo-
kalizacji izolatow §wiatowych, ktdre poza szcze-

pem amerykanskim tworza dwie wyrazne gru-

py filogenetyczne. Potwierdzeniem interpreta-
cji drzewa filogenetycznego jest doktadna ana-
liza sekwencji nukleotydowych izolatow $wia-
towych wykazujacych réznice z sekwencja izo-
latow wiasnych, co przedstawiono na ryc. 3.

Translacja sekwencji nukleotydowych poszczegdl-
nych grup uzyskanych w badaniach wtasnych i porow-
nanie ich sekwencji biatkowych za pomoca programu
komputerowego umozliwita wykazame zmian amino-
kwasowych. Za punkt odniesienia przyj¢to sekwencje
przedstawicieli grupy nr 1: CSPTKTRWVPSIRIM-
QELIQPSCP..QKSKGAGDHPICCLSFSSFW-
LVSWPCLLSLEFDFTKYQLYV, za$§ obserwowane
zmiany aminokwasowe pomigdzy przedstawicielami
poszczegolnych grup przedstawia ryc. 5.

W badaniach wlasnych dokonano analizy moleku-
larnej fragmentu genu H CDV uzyskanego od 4 lisow
16 psow, a takze z dwoch wiruséw szczepionkowych.
Amplifikacja badanego materiatu genetycznego, jego
sekwencjonowanie, a nastgpnie obrobka komputero-
wa uzyskanych sekwencji i ich porownanie z analo-
gicznymi sekwencjami CDV dost¢pnymi w banku ge-
néw potwierdzita brak homologii tego genu rozpatry-
wanej pomigdzy roznymi izolatami CDV. Analiza se-
kwencji fragmentu genu H uzyskanego z klinicznych
przypadkéw nosowki od psow i lisow pozwolita wy-
roézni¢ dwie grupy polimorficzne, rézniace si¢ stosun-
kowo niewiele, bo zaledwie dwoma podstawieniami
w pozycjach 133 1 135 badanego odcinka genu. O ile
wysokie podobienstwo rzedu 99% wykazano takze po-
miedzy sekwencjami izolatéw grupy nr 1 a szczepem
szczepionkowym zawartym w preparacie Vanguard,
tow przypadku wirusa 1zolowaneg0 z preparatu Cani-
vac roznice by{y znaczne 1 manifestowaty si¢ 8 pod-
stawieniami, 2 insercjami i jedna delecja w stosunko-
wo krétkim — dwustunukleotydowym fragmencie genu
hemaglutyniny.

Porownanie sekwencji fragmentu genu H grupy
nr 1 uzyskanej w badaniach wtasnych z odpowiedni-
mi sekwencjami izolatow $wiatowych dostgpnymi
w GenBank wykazalo znaczna odmiennos¢ izolatow
polskich w stosunku do izolatow europejskich, azja-
tyckich, amerykanskich oraz pochodzacych z Gren-
landii.

Sekwencje fragmentu biatka uzyskane na bazie sek-
wencji nukleotydowych genu hemaglutyniny szczepéw
terenowych wirusa noséwki izolowanego w Polsce
1 szezepow szczepionkowych wykazaly znaczne roz-
nice pomigdzy grupa nr 1 a grupa nr 4 (rézniace si¢
25 na 66 rozpatrywanych aminokwasow — 38%).

Zaobserwowane zmiany nukleotydéw w sekwen-
cjach izolatow wlasnych przektadaly si¢ na zamiany
strukturalnie waznych aminokwaséw (mutacja geno-

nivac) .SEQ

Ryc. 5. Zmiany w sekwencjach aminokwasowych w poszczegélnych
grupach uzyskanych w badaniach wlasnych

wa) — proliny i cysteiny na inne aminokwasy. Sytuacja
taka moze by¢ nastgpstwem ewoluowania wirusa
w czasie. Wigkszo$¢ szczepéw CDV przeznaczonych
do produkcji szczepionek pochodzi z lat 50. XX w.
Brak aktualizacji szczepow szczepionkowych wirusa,
przy jednoczesnym statym dryfie antygenowym tere-
nowych odmian patogenu moze by¢ przyczyna niesku-
teczno$ci szczepien, efektem czego sa okresowo wy-
stgpujace na $wiecie epizootie, w przebiegu ktdrych
choruja takze psy wczesniej zaszczepione (5, 6).

Wiasnie przypadki wystapienia nosowki u psow
wczesniej szczepionych przyczynity si¢ do nasilenia
badan nad polimorfizmem genu H. Gen ten Jest naj-
bardziej zmiennym sposrod wszystkich genow CDV.
Biatko powstajace na jego matrycy odp0w1ada za przy-
taczenie si¢ wirusa do komorki, jak réwniez za tacze-
nie si¢ z przeciwciatami. Naturalnq wigc rzecza jest
fakt, Zze zmiany w strukturze tego biatka przektadac¢
si¢ beda na zjadliwo$¢ wirusa.

Polimorfizm genu hemaglutyniny badali Haas 1 wsp.
(5, 6). Autorzy przeprowadzali doswiadczenia na
3 szczepach wirusa wyizolowanych od psow z okolic
Berlina i Hamburga. Postugujac si¢ metoda RT-PCR
wyizolowali oni caty gen H, ktéry analizowano i po-
rownywano z genem H szczepu Synder Hill. Transla-
cja uzyskanej sekwencji nukleotydowej na biatko po-
zwolita uzyska¢ 607-aminokwasowa sekwencje. Jej
porownanie z analogicznymi sekwencjami zawartymi
w GenBank pokazato, ze o ile sekwencje izolatow
wiasnych, uzyskanych od pséw niemieckich wykazy-
waly wysoki stopien wzajemnej homologu (> 99%),
to ich zgodno$¢ z sekwencjami szczepow szczepion-
kowych wynosita zaledwie 90-91%. Autorzy ci wyka-
zali ponadto 4 dodatkowe miejsca glikozylacji w sek-
wencjach izolatow niemieckich w poréwnaniu ze
szczepem Onderstepoort 1 1 w poréwnaniu ze szcze-
pem Canvac. Zestawienie badanych sekwencji umoz-
liwito stworzenie drzewa filogenetycznego. Analiza
drzewa pozwolita na wyrazne rozgraniczenie $wia-
towych linii wirusa (europejska, amerykanska oraz
arktyczna) od szczepoéw szczepionkowych.

Badania nad hemaglutyning wirusa noséwki izolo-
wanego od hien, lisow 1 Iwow w Parku Narodowym
Serengeti wskazuja na znaczny polimorfizm struktury
tego genu. Carpenter i wsp. (3) przeprowadzali bada-
niana CDV izolowanym na hodowlach komérkowych,
znarzadéw wewngtrznych padtych zwierzat. Zaobser-
wowane znaczne roznice w strukturze genu hemaglu-
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tyniny izolatow CDV uzyskanych w badaniach auto-
réw w stosunku do izolatow §wiatowych wskazuja na
przemiang, jaka dokonata si¢ w strukturze wirusa i wy-
jasniaja wystapienie nosowki u gatunkow, ktore do nie-
dawna byty od tej choroby wolne.

Podobne badania nad polimorfizmem genu H wiru-
sa nosowki izolowanego od zwierzat przeprowadzo-
no w Japonii (7, 8, 14). Amplifikowano w nich zarow-
no caty gen hemaglutyniny, jak 1 jego fragmenty, przy
uzyciu roznych zestawow starterow. Dodatkowo pro-
dukty reakcji PCR poddawano badaniu metoda RFLP
zuzyciem roznych enzymow restrykcyjnych (EcoRY,
Sspl, Nedl). Wyniki badan wykazaty obecnos¢ dwoch
azjatyckich linii wirusa noséwki (poczatkowo sadzo-
no, ze jest jedna) roznigce si¢ sekwencjami aminokwa-
sowymi w bialku hemaglutyniny oraz liczba miejsc
glikozylacji. Linie te nie wykazywaty powinowactwa
do znanych linii (europejskiej, amerykanskiej czy ark-
tycznej) wirusa. Dodatkowo potwierdzono mozliwosé
wykorzystania enzymow restrykcyjnych do réznico-
wania szczepOw szczepionkowych, nie trawionych
przez restryktazy, od szczepdw terenowych CDV,
ulegajacych trawieniu na fragmenty o zdefiniowanej
dtugosci.

Badania polimorfizmu genu H CDV w populacji
psow we Wloszech wykazaty wysokiego stopnia ho-
molo g1q (99%) pomiedzy terenowymi izolatami wiru-
sa a innymi izolatami europejskimi (9). Wsrod prze-
badanych szczepow CDV wykazano jednak rowniez
izolaty nalezace do linii arktycznej, a takze stwierdzo-
no, ze w niektorych przypadkach noséwka wywotana
jest przez szczepy wirusa uznane za nie wystepujace
juz w przyrodzie, takie jak np. szczepy szczepionko-
we Onderstepoort, co moze wskazywac na ich ponow-
ne uzjadliwienie.

Z kolei Demeter i wsp. (4) wyrdznili na Wegrzech
dwie linie wirusa: arktycznag europejska. Kryterium
zaszeregowania wirusoOw do kazdej z tych linii byly
roznice struktury genu hemaglutyniny. Coraz czgstsze
wystgpowanie roznych genotypow wirusa na tak ma-
tym terytorium tlumaczone jest niekontrolowanymi
ruchami dzikich zwierzat, brakiem barier geogra-
ficznych a takze importem pséw z rdznych regiondw
Swiata.

Calderon i wsp. (2) prowadzili badania nad polimor-
fizmem genu H CDV na terenie Argentyny. Analiza
przez nich przeprowadzona wykazala istnienie w Ar-
gentynie oddzielnej linii wirusa nosowki rozniacej si¢
od obecnie znanych, a takze istnienie w jej obszarze
2 genotypow, wedlug twierdzenia Mochizuki i wsp.
(10), ze jesli podobienstwo sekwencji aminokwasow
jest mniejsze niz 95%, to mamy do czynienia z od-
dzielnym genotypem.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze wszystkie prze-
prowadzone do tej pory badania nadal nie daly jasnej
odpowiedzi, czy wystepowanie nosowki u pséw wczes-
niej zaszczepionych spowodowane jest zmianami za-
chodzacymi w genie H czy moze innym czynnikiem.
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Niewatpliwie pojawiajace si¢ nowe szczepy wirusow
nosoéwki charakteryzuja si¢ nieco odmienna budowa
antygenowa od szczepow szczepionkowych. Brak
aktualizacji sktadu immunopreparatéw w nowe wa-
rianty wirusa nie pozostaje bez wplywu na ich sku-
tecznosc.

W badaniach wiasnych przedstawiciele grup nr 1
1 2 izolowanych z klinicznych przypadkdéw nosdwki
od lisow 1 psoOw wykazywali znaczne réznice zarOwno
nukleotydowe, jak i aminokwasowe w stosunku do
sekwencji wirusow szczepionkowych oraz sekwencji
genu hemaglutyniny éwiatowych izolatow CDV do-
stqpnych w banku gendw, co moze §wiadczy¢ o poja-
wieniu si¢ na terenie Polski wschodniej nowych od-
mian wirusa.
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