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Nosówka psów (febris catarrhalis infectiosa canum)
jest wysoce zara�liw¹, ogólnoustrojow¹, gor¹czkow¹
chorob¹ wirusow¹, przebiegaj¹c¹ w�ród objawów nie-
¿ytu b³on �luzowych przewodu pokarmowego, uk³a-
du oddechowego i nerwowego, którym towarzysz¹
wtórne zaka¿enia, g³ównie bakteryjne (1). Czynnikiem
etiologicznym choroby jest wirus nosówki (CDV),
nale¿¹cy do rodzaju Morbillivirus znajduj¹cego siê
w obrêbie rodziny Paramyxoviridae. Wykazuje on sze-
rokie spektrum zaka�ne dla wielu gatunków zwierz¹t
miêso¿ernych i mo¿e przyczyniaæ siê do znacznej de-
populacji niektórych z nich (11). Materia³ genetyczny
CDV stanowi pojedyncza niæ RNA o wielko�ci oko³o
15 616 nukleotydów. W obrêbie genomu zlokalizowa-
nych jest sze�æ genów koduj¹cych: bia³ko os³onki (M),
dwie glikoproteiny (hemaglutynina-H oraz bia³ko fu-
zyjne F), dwa bia³ka bior¹ce udzia³ w replikacji (fos-
foproteina P i bia³ko L) oraz bia³ko nukleokapsydu-N
(12). Porównuj¹c sekwencje poszczególnych genów
koduj¹cych bia³ka CDV wykazano, ¿e najczê�ciej ró¿-
nice pomiêdzy referencyjnymi szczepami i izolatami
wirusa nosówki wykazywane s¹ w obrêbie genów:
hemaglutyniny, bia³ka fuzyjnego F oraz nukleoprote-
iny. Przypuszcza siê, ¿e mutacje powstaj¹ce w obrê-
bie tych genów mog¹ byæ przyczyn¹ wystêpowania
nosówki, zw³aszcza u psów, mimo powszechnie pro-

wadzonego programu szczepieñ tych zwierz¹t na �wie-
cie (13).

Hemaglutynina jest powierzchown¹ glikoprotein¹
wirusa nosówki o d³ugo�ci 8-12 nm i masie cz¹stecz-
kowej 76 kDa. Odpowiada ona za przy³¹czenie siê
wirusa do odpowiedniego receptora znajduj¹cego siê
na powierzchni komórki, a tak¿e bierze udzia³ w agluty-
nacji erytrocytów ssaków, nie posiada natomiast w³a�-
ciwo�ci neuraminidazowych, jak u wirusów z rodzaju
Parainfluenza. Indukuje powstawanie w organizmie
zaka¿onych zwierz¹t przeciwcia³ anty CDV. Z racji
swej lokalizacji bia³ko to nara¿one jest w wiêkszym
stopniu na dzia³anie czynników mutagennych ni¿ np.
nukleoproteina, co z kolei wp³ywa na jego du¿¹ zmien-
no�æ, u podstawy której le¿¹ zmiany w sekwencji nu-
kleotydowej genu koduj¹cego H (5, 6).

Celem badañ by³a analiza molekularna fragmentu
genu hemaglutyniny CDV izolowanego z klinicznych
przypadków nosówki lisów i psów.

Materia³ i metody
Przedmiotem badañ by³y lisy srebrzyste i psy z objawami

nosówki. Lisy pochodzi³y z fermy zlokalizowanej na terenie
wschodniej Polski, na której u chorych klinicznie zwierz¹t
obserwowano objawy duszno�ci, zapaleñ spojówek, ronieñ
u samic oraz pojedyncze padniêcia u szczeni¹t. U 2 sztuk
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zaobserwowano objawy nerwowe. Obsadê fermy, stada pod-
stawowego stanowi³o: 60 samic i 11 samców lisów srebrzys-
tych. Materia³ do badañ w kierunku nosówki stanowi³y na-
rz¹dy wewnêtrzne pobrane od 7 pad³ych zwierz¹t (w¹troba,
nerki, p³uca) oznaczone jako próbki nr 001-007.

Psy, w liczbie 10 (6 samców i 4 samice w wieku 2 miesiê-
cy-1,5 roku, oznaczone numerami 008-017) pochodzi³y z te-
renu województwa lubelskiego. Zwierzêta nie by³y szcze-
pione przeciwko nosówce, natomiast do Kliniki Chorób Za-
ka�nych Wydzia³u Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie zosta³y zg³oszone z objawami
gor¹czki, silnej duszno�ci, zapalenia spojówek, braku ape-
tytu i odwodnienia. Krew do badañ pobierano do probówek
z EDTA.

Izolacja leukocytów z pe³nej krwi. Leukocyty izolowa-
no z pe³nej krwi przy u¿yciu odczynnika Histopaque (Sig-
ma). Krew w ilo�ci 3 ml nawarstwiano na 3 ml odczynnika,
po czym wirowano przez 30 min. przy 1490 obrotów/min.,
w temperaturze 20°C. Frakcjê leukocytów przep³ukiwano
3-krotnie buforem PBS, osadzano przy 1178 obrotów/min.
przez 10 min. (Sigma 3K15, rotor Nr. 11133). Osad leuko-
cytów zawieszano w 500 µl PBS (15).

Izolacja RNA z leukocytów. Do izolacji ca³kowitego
RNA z leukocytów wykorzystano odczynnik Trizol LS
(Invitrogen). Do 250 µl zawiesiny leukocytów wprowadza-
no 750 µl Trizol. Po 5-minutowej inkubacji w temperaturze
pokojowej do próbek dodawano 200 µl chloroformu, wiro-
wano 15 minut przy 10 000 obrotów/min., w temperaturze
4°C. Powsta³¹ fazê wodn¹ przenoszono do 500 µl izopropa-
nolu i inkubowano w temperaturze �20°C przez 24 h. Na-
stêpnie próbki wirowano w 4°C przy 14 000 obrotów/min.,
przez 45 minut. Wirusowe RNA wytr¹cano 70% etanolem,
a uzyskany precypitat zawieszano w 20 µl wody (15).

Izolacja RNA z narz¹dów wewnêtrznych pad³ych li-
sów. Izolacjê RNA wirusa nosówki przeprowadzano z w¹t-
roby, nerek, p³uc pad³ych szczeni¹t. Skrawki tkanek o masie
10 g zalewano 50 ml p³ynu Eagle�a, po czym poddawano je
rozdrobnieniu w homogenizatorze MPW-120. 250 µl zawie-
siny tkanek dodawano do 750 µl Trizolu, po czym dalsze
etapy izolacji RNA przebiega³y jak w przypadku izolacji
z leukocytów.

Startery reakcji PCR. W badaniach wykorzystano parê
starterów swoistych dla genu bia³ka hemaglutyniny CDV
� H13: 5�-CAAGACAAGGTGGGTGCCTT-3� i H18:
5�-CTTGGTGAAATCGAACTCCA-3� (10), które umo¿liwia-
³y amplifikacje odcinka genu o d³ugo�ci ok. 200 par zasad.

Reakcja odwrotnej transkrypcji. Mieszaninê sk³adaj¹-
c¹ siê z 5 µl wyizolowanego, ca³kowitego RNA, 9,5 µl wody
i 1 µl dNTP6

 (Invitrogen) denaturowano w temperaturze 65°C
przez 5 minut, po czym umieszczano na 5 minut w ³a�ni
lodowej. Nastêpnie dodawano: 5 µl buforu dla odwrotnej
transkryptazy (Fermentas); 2,5 µl dNTP (2 mM); 1,0 µl in-
hibitora RNA-zy (10 u/µl, Fermentas); 1,0 µl odwrotnej trans-
kryptazy (200 u/µl, Fermentas). Syntezê cDNA przeprowa-
dzano w temperaturze 50°C przez 30 minut w termocykle-
rze Biometra. Mieszaninê reakcyjn¹ inkubowano w 94°C
przez 5 minut.

Reakcja PCR. Amplifikacjê uzyskanego cDNA przepro-
wadzono w 50 µl mieszaniny reakcyjnej zawieraj¹cej: 31,5 µl
wody, 5 µl buforu dla Taq polimerazy, 1 µl dNTP (10 mM),
1 µl ka¿dego ze starterów H13 i H18 (koñcowa koncentra-
cja 50 pM), 5 µl MgCl

2
 (25 mM), 0,5 µl polimerazy DNA

Taq w stê¿eniu 5 u/µl (Fermentas), oraz 5 µl matrycy (zsyn-

tetyzowanej wcze�niej nici cDNA). Reakcja PCR sk³ada³a
siê z 40 cykli: denaturacji nici w 94°C przez 30 sekund, przy-
³¹czenia starterów w 55°C przez 30 sekund i wyd³u¿enia
nici w 68°C przez 1 minutê. Reakcjê RT-PCR przeprowa-
dzano z zastosowaniem kontroli dodatniej i ujemnej. Kon-
trolê dodatni¹ stanowi³ materia³ genetyczny CDV izolowa-
ny z inaktywowanych szczepionek (Canivac, Vangaurd)
w sposób analogiczny do materia³u izolowanego z tkanek
pad³ych lisów. Kontrolê ujemn¹ stanowi³o DNA wyizolo-
wane z krwi zdrowego psa.

Elektroforeza. Uzyskane produkty reakcji RT-PCR by³y
analizowane metod¹ elektroforezy w 1% ¿elu agarozowym,
w buforze TBE przy 10 V/cm przez 50 minut. Wielko�æ pro-
duktów 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
pocztê elektroniczn¹, po czym opracowywano je za pomoc¹
programu komputerowego Lasergene DNA Star.

Wykorzystuj¹c ten sam program analizowano sekwencje
fragmentu genu H izolatów w³asnych oraz porównywano je
z sekwencjami fragmentu genu H uzyskanego ze szczepio-
nek zawieraj¹cych szczep Onderstepoort (Vanguard i Cani-
vac) oraz z sekwencjami izolatów umieszczonych w banku
genów pochodz¹cych z terenów Danii (Z47761), Niemiec
(Z77673, Z77671), Turcji (AY093674), W³och (DQ228166),
Japonii (AB040766), Tajwanu (AY378091), USA
(AY466011) i Grenlandii (Z47760). Dodatkowo informacjê
genetyczn¹ zawart¹ w sekwencjach nukleotydowych izola-
tów w³asnych przepisywano na bia³ko celem wykazania
ewentualnych mutacji jawnych w obrêbie genu hemaglu-
tyniny.

Wyniki i omówienie
Wyniki PCR. Dodatnie wyniki reakcji PCR uzys-

kano w przypadku 4 lisów (nr 001, 005, 006 i 007)
oraz 6 psów (nr 008, 010, 012, 014, 015 i 017) (ryc. 1).
Dodatnie wyniki reakcji PCR uzyskano tak¿e w na-
stêpstwie amplifikacji materia³u genetycznego CDV
izolowanego z dwóch szczepionek (Canivac i Van-
guard).

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

1 2 3 4 5 6 7

Ryc. 1. Elektroforeza w ¿elu agarozowym produktów PCR
fragmentu genu H CDV, o d³ugo�ci 200 par zasad
�cie¿ki: (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-
ników
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izolowanych od chorych lisów i psów oraz w dwóch
przypadkach próbek zawieraj¹cych materia³ szczepion-
kowy. Ich opracowanie w programie komputerowym
Lasergene DNA Star pozwoli³o na stworzenie drzewa
filogenetycznego, obrazuj¹cego podobieñstwo pomiê-
dzy poszczególnymi izolatami (ryc. 2). Jego analiza
pozwoli³a na wyró¿nienie 4 grup. Grupê nr 1 stanowi-
³y izolaty: lis 001, 005, 006, 007, pies 008, 010, 012,
014, grupê nr 2 stanowi³y izolaty: pies 015 i pies 017.

Do grupy nr 3 zakwalifikowano izolat szczepionkowy
Vanguard, za� grupê nr 4 tworzy³ izolat szczepionko-
wy Canivac.

Najbardziej liczna grupa nr 1 reprezentowana by³a
przez 8 izolatów o wspólnej sekwencji nukleotydo-
wej przedstawionej na ryc. 3. Porównanie sekwencji
izolatów zaklasyfikowanych do pozosta³ych trzech
grup, uzyskanych w badaniach w³asnych, z sekwencj¹
izolatów grupy nr 1 pozwoli³o na wykazanie ró¿nic
nukleotydowych, przedstawionych w tab. 1.

W celu okre�lenia stopnia podobieñstwa moleku-
larnego genu H CDV izolatów polskich z sekwencja-
mi izolatów �wiatowych porównywano w programie
Lasergene najliczniej reprezentowan¹ w badaniach
w³asnych sekwencjê nukleotydow¹ grupy nr 1 z sek-
wencjami fragmentu genu H uzyskanymi z banku
genów pochodz¹cych z Danii (Z47761), Niemiec
(Z77673, Z77671), Turcji (AY093674), W³och
(DQ228166), Japonii (AB040766), Tajwanu
(AY378091), USA (AY466011) i Grenlandii (Z47760)
(ryc. 3). Graficznym przedstawieniem tego podobieñ-
stwa jest drzewo filogenetyczne (ryc. 4). Jego analiza
pozwala stwierdziæ niewielkie podobieñstwo genu he-
maglutyniny rodzimych szczepów wirusa nosówki ze

Tab. 1. Porównanie sekwencji nukleotydowych poszczegól-
nych grup uzyskanych w badaniach w³asnych

aicêzreiwzremuN eineiwatsdoP ajcyzoP

1rnapurG � �

2rnapurG
C ® T 331

T ® A 531

3rnapurG
)draugnaV(

C ® T 701

T ® A 531

4rnapurG
)cavinaC(

T ® C 53

T ® C 35

G ® A 68

A ® T 98

CajceleD 701

TajcresnI 901

C ® T 511

C ® T 331

T ® C 431

AajcresnI 631

G ® C 771

Ryc. 2. Podobieñstwo filogenetyczne pomiêdzy izolatami w³as-
nymi

T G C T C T C C T A C C A A G A C A A G G T G G G T G C C T T C T A T A A G G A Majority

10 20 30 40

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1 Dania Z47761.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1 Grenlandia 47760.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1 Japonia AB 040766.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1 Niemcy 1 Z77673.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1 Niemcy 2 Z77671.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1 Tajwan AY378091.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1 Turcja AY093674.SEQ

. . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1 USA AY466011.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . .1 Wlochy DQ228166.SEQ

. . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1 grupa 1.SEQ

T A A T G C A A G A G C T A A T T C A T C C A A G C T G T C C T T A G T G A C A Majority

50 60 70 80

. . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .41 Dania Z47761.SEQ

. . . . . . C . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G41 Grenlandia 47760.SEQ

. . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .41 Japonia AB 040766.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .41 Niemcy 1 Z77673.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . .41 Niemcy 2 Z77671.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .41 Tajwan AY378091.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .41 Turcja AY093674.SEQ

. . . . . . . . . . . . C . . . C . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . .41 USA AY466011.SEQ

. . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .41 Wlochy DQ228166.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .41 grupa 1.SEQ

G A A G A G C A A G G G G G C A G G A G A C C A C C C T A T T T G C T G T T T G Majority

90 100 110 120

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .81 Dania Z47761.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .81 Grenlandia 47760.SEQ

. . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . .81 Japonia AB 040766.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .81 Niemcy 1 Z77673.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .81 Niemcy 2 Z77671.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .81 Tajwan AY378091.SEQ

. . . C G A . G . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .81 Turcja AY093674.SEQ

. . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . .81 USA AY466011.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . T . . A . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . .81 Wlochy DQ228166.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .81 grupa 1.SEQ

T C C T T C T C A T C C T T C T G G T T G G A A T C C T G G C C T T G C T T G C Majority

130 140 150 160

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . A . . . . . . . . . .121 Dania Z47761.SEQ

. . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .121 Grenlandia 47760.SEQ

. . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .121 Japonia AB 040766.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . A . . . . . . . . . .121 Niemcy 1 Z77673.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . A . . A . . . . . . . . . .121 Niemcy 2 Z77671.SEQ

. . . . . . . . . . . . . A . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .121 Tajwan AY378091.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . C . . . . . . . . . .121 Turcja AY093674.SEQ

. . . . . . . . . . . . . A T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T .121 USA AY466011.SEQ

. . . . . . . . G . . . . A . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . .121 Wlochy DQ228166.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . .121 grupa 1.SEQ

T A T C A C T G G A G T T C G A T T T C A C C A A G T A T C A A C T A G C A A T Majority

170 180 190 200

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .161 Dania Z47761.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .161 Grenlandia 47760.SEQ

. . . . G . . . . T . . . A . . . . . . G . . . G . . G . . . . . . . . . . . .161 Japonia AB 040766.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .161 Niemcy 1 Z77673.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .161 Niemcy 2 Z77671.SEQ

C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .161 Tajwan AY378091.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .161 Turcja AY093674.SEQ

. . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . .161 USA AY466011.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . C . . . . . .161 Wlochy DQ228166.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . .161 grupa 1.SEQ

Ryc. 3. Porównanie sekwencji nukleotydowych izolatów �wia-
towych (GenBank) z sekwencj¹ grupy nr 1 uzyskan¹ w bada-
niach w³asnych

Niemcy 1.SEQ

Niemcy 2.SEQ

Dania.SEQ

Turcja.SEQ

Wlochy.SEQ

Grenlandia.SEQ

Japonia.SEQ

Tajwan.SEQ

gr. 1.SEQ

USA.SEQ

Ryc. 4. Graficzne przedstawienie podobieñstwa pomiêdzy
grup¹ nr 1 uzyskan¹ w badaniach w³asnych a sekwencjami
izolatów dostêpnymi w banku genów
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szczepami �wiatowymi CDV. Wskazuje na to
umiejscowienie grupy nr 1 na oddzielnej ga³êzi
utworzonego dendrogramu w stosunku do lo-
kalizacji izolatów �wiatowych, które poza szcze-
pem amerykañskim tworz¹ dwie wyra�ne gru-
py filogenetyczne. Potwierdzeniem interpreta-
cji drzewa filogenetycznego jest dok³adna ana-
liza sekwencji nukleotydowych izolatów �wia-
towych wykazuj¹cych ró¿nice z sekwencj¹ izo-
latów w³asnych, co przedstawiono na ryc. 3.

Translacja sekwencji nukleotydowych poszczegól-
nych grup uzyskanych w badaniach w³asnych i porów-
nanie ich sekwencji bia³kowych za pomoc¹ programu
komputerowego umo¿liwi³a wykazanie zmian amino-
kwasowych. Za punkt odniesienia przyjêto sekwencjê
przedstawicieli grupy nr 1: CSPTKTRWVPSIRIM-
QELIQPSCP..QKSKGAGDHPICCLSFSSFW-
LVSWPCLLSLEFDFTKYQLV, za� obserwowane
zmiany aminokwasowe pomiêdzy przedstawicielami
poszczególnych grup przedstawia ryc. 5.

W badaniach w³asnych dokonano analizy moleku-
larnej fragmentu genu H CDV uzyskanego od 4 lisów
i 6 psów, a tak¿e z dwóch wirusów szczepionkowych.
Amplifikacja badanego materia³u genetycznego, jego
sekwencjonowanie, a nastêpnie obróbka komputero-
wa uzyskanych sekwencji i ich porównanie z analo-
gicznymi sekwencjami CDV dostêpnymi w banku ge-
nów potwierdzi³a brak homologii tego genu rozpatry-
wanej pomiêdzy ró¿nymi izolatami CDV. Analiza se-
kwencji fragmentu genu H uzyskanego z klinicznych
przypadków nosówki od psów i lisów pozwoli³a wy-
ró¿niæ dwie grupy polimorficzne, ró¿ni¹ce siê stosun-
kowo niewiele, bo zaledwie dwoma podstawieniami
w pozycjach 133 i 135 badanego odcinka genu. O ile
wysokie podobieñstwo rzêdu 99% wykazano tak¿e po-
miêdzy sekwencjami izolatów grupy nr 1 a szczepem
szczepionkowym zawartym w preparacie Vanguard,
to w przypadku wirusa izolowanego z preparatu Cani-
vac ró¿nice by³y znaczne i manifestowa³y siê 8 pod-
stawieniami, 2 insercjami i jedn¹ delecj¹ w stosunko-
wo krótkim � dwustunukleotydowym fragmencie genu
hemaglutyniny.

Porównanie sekwencji fragmentu genu H grupy
nr 1 uzyskanej w badaniach w³asnych z odpowiedni-
mi sekwencjami izolatów �wiatowych dostêpnymi
w GenBank wykaza³o znaczn¹ odmienno�æ izolatów
polskich w stosunku do izolatów europejskich, azja-
tyckich, amerykañskich oraz pochodz¹cych z Gren-
landii.

Sekwencje fragmentu bia³ka uzyskane na bazie sek-
wencji nukleotydowych genu hemaglutyniny szczepów
terenowych wirusa nosówki izolowanego w Polsce
i szczepów szczepionkowych wykaza³y znaczne ró¿-
nice pomiêdzy grup¹ nr 1 a grup¹ nr 4 (ró¿ni¹ce siê
25 na 66 rozpatrywanych aminokwasów � 38%).

Zaobserwowane zmiany nukleotydów w sekwen-
cjach izolatów w³asnych przek³ada³y siê na zamiany
strukturalnie wa¿nych aminokwasów (mutacja geno-

wa) � proliny i cysteiny na inne aminokwasy. Sytuacja
taka mo¿e byæ nastêpstwem ewoluowania wirusa
w czasie. Wiêkszo�æ szczepów CDV przeznaczonych
do produkcji szczepionek pochodzi z lat 50. XX w.
Brak aktualizacji szczepów szczepionkowych wirusa,
przy jednoczesnym sta³ym dryfie antygenowym tere-
nowych odmian patogenu mo¿e byæ przyczyn¹ niesku-
teczno�ci szczepieñ, efektem czego s¹ okresowo wy-
stêpuj¹ce na �wiecie epizootie, w przebiegu których
choruj¹ tak¿e psy wcze�niej zaszczepione (5, 6).

W³a�nie przypadki wyst¹pienia nosówki u psów
wcze�niej szczepionych przyczyni³y siê do nasilenia
badañ nad polimorfizmem genu H. Gen ten jest naj-
bardziej zmiennym spo�ród wszystkich genów CDV.
Bia³ko powstaj¹ce na jego matrycy odpowiada za przy-
³¹czenie siê wirusa do komórki, jak równie¿ za ³¹cze-
nie siê z przeciwcia³ami. Naturaln¹ wiêc rzecz¹ jest
fakt, ¿e zmiany w strukturze tego bia³ka przek³adaæ
siê bêd¹ na zjadliwo�æ wirusa.

Polimorfizm genu hemaglutyniny badali Haas i wsp.
(5, 6). Autorzy przeprowadzali do�wiadczenia na
3 szczepach wirusa wyizolowanych od psów z okolic
Berlina i Hamburga. Pos³uguj¹c siê metod¹ RT-PCR
wyizolowali oni ca³y gen H, który analizowano i po-
równywano z genem H szczepu Synder Hill. Transla-
cja uzyskanej sekwencji nukleotydowej na bia³ko po-
zwoli³a uzyskaæ 607-aminokwasow¹ sekwencjê. Jej
porównanie z analogicznymi sekwencjami zawartymi
w GenBank pokaza³o, ¿e o ile sekwencje izolatów
w³asnych, uzyskanych od psów niemieckich wykazy-
wa³y wysoki stopieñ wzajemnej homologii (> 99%),
to ich zgodno�æ z sekwencjami szczepów szczepion-
kowych wynosi³a zaledwie 90-91%. Autorzy ci wyka-
zali ponadto 4 dodatkowe miejsca glikozylacji w sek-
wencjach izolatów niemieckich w porównaniu ze
szczepem Onderstepoort i 1 w porównaniu ze szcze-
pem Canvac. Zestawienie badanych sekwencji umo¿-
liwi³o stworzenie drzewa filogenetycznego. Analiza
drzewa pozwoli³a na wyra�ne rozgraniczenie �wia-
towych linii wirusa (europejska, amerykañska oraz
arktyczna) od szczepów szczepionkowych.

Badania nad hemaglutynin¹ wirusa nosówki izolo-
wanego od hien, lisów i lwów w Parku Narodowym
Serengeti wskazuj¹ na znaczny polimorfizm struktury
tego genu. Carpenter i wsp. (3) przeprowadzali bada-
nia na CDV izolowanym na hodowlach komórkowych,
z narz¹dów wewnêtrznych pad³ych zwierz¹t. Zaobser-
wowane znaczne ró¿nice w strukturze genu hemaglu-

Ryc. 5. Zmiany w sekwencjach aminokwasowych w poszczególnych
grupach uzyskanych w badaniach w³asnych

C S P T K T R W V P S I R I M Q E L I Q P S C P - - - - Q K S K G A G D H L I C Majority

10 20 30 40

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - . . . . . . . . . . . P . . grupa 1.SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - . . . . . . . . . . . . . . grupa 2 (Vanguard).SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - . . . . . . . . . . . P . . grupa 3.SEQ

. . . . . . . . . . . T . . . . . P . . . . . . - - . . . . N M . . . . . . . . grupa 4 (Canivac).SEQ

C L S F S S L W L V S W P C L L S L E F D F T K Y Q L V I - - - Majority

50 60 70

. . . . . . F . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . grupa 1.SEQ

. . . . . . Y . . E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . grupa 2 (Vanguard).SEQ

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . grupa 3.SEQ

. . . . . . . L V - - - G I . A L . A I T G V P F H Q . S T S N grupa 4 (Canivac).SEQ
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tyniny izolatów CDV uzyskanych w badaniach auto-
rów w stosunku do izolatów �wiatowych wskazuj¹ na
przemianê, jaka dokona³a siê w strukturze wirusa i wy-
ja�niaj¹ wyst¹pienie nosówki u gatunków, które do nie-
dawna by³y od tej choroby wolne.

Podobne badania nad polimorfizmem genu H wiru-
sa nosówki izolowanego od zwierz¹t przeprowadzo-
no w Japonii (7, 8, 14). Amplifikowano w nich zarów-
no ca³y gen hemaglutyniny, jak i jego fragmenty, przy
u¿yciu ró¿nych zestawów starterów. Dodatkowo pro-
dukty reakcji PCR poddawano badaniu metod¹ RFLP
z u¿yciem ró¿nych enzymów restrykcyjnych (EcoRV,
SspI, NedI). Wyniki badañ wykaza³y obecno�æ dwóch
azjatyckich linii wirusa nosówki (pocz¹tkowo s¹dzo-
no, ¿e jest jedna) ró¿ni¹ce siê sekwencjami aminokwa-
sowymi w bia³ku hemaglutyniny oraz liczb¹ miejsc
glikozylacji. Linie te nie wykazywa³y powinowactwa
do znanych linii (europejskiej, amerykañskiej czy ark-
tycznej) wirusa. Dodatkowo potwierdzono mo¿liwo�æ
wykorzystania enzymów restrykcyjnych do ró¿nico-
wania szczepów szczepionkowych, nie trawionych
przez restryktazy, od szczepów terenowych CDV,
ulegaj¹cych trawieniu na fragmenty o zdefiniowanej
d³ugo�ci.

Badania polimorfizmu genu H CDV w populacji
psów we W³oszech wykaza³y wysokiego stopnia ho-
mologiê (99%) pomiêdzy terenowymi izolatami wiru-
sa a innymi izolatami europejskimi (9). W�ród prze-
badanych szczepów CDV wykazano jednak równie¿
izolaty nale¿¹ce do linii arktycznej, a tak¿e stwierdzo-
no, ¿e w niektórych przypadkach nosówka wywo³ana
jest przez szczepy wirusa uznane za nie wystêpuj¹ce
ju¿ w przyrodzie, takie jak np. szczepy szczepionko-
we Onderstepoort, co mo¿e wskazywaæ na ich ponow-
ne uzjadliwienie.

Z kolei Demeter i wsp. (4) wyró¿nili na Wêgrzech
dwie linie wirusa: arktyczn¹ i europejsk¹. Kryterium
zaszeregowania wirusów do ka¿dej z tych linii by³y
ró¿nice struktury genu hemaglutyniny. Coraz czêstsze
wystêpowanie ró¿nych genotypów wirusa na tak ma-
³ym terytorium t³umaczone jest niekontrolowanymi
ruchami dzikich zwierz¹t, brakiem barier geogra-
ficznych a tak¿e importem psów z ró¿nych regionów
�wiata.

Calderon i wsp. (2) prowadzili badania nad polimor-
fizmem genu H CDV na terenie Argentyny. Analiza
przez nich przeprowadzona wykaza³a istnienie w Ar-
gentynie oddzielnej linii wirusa nosówki ró¿ni¹cej siê
od obecnie znanych, a tak¿e istnienie w jej obszarze
2 genotypów, wed³ug twierdzenia Mochizuki i wsp.
(10), ¿e je�li podobieñstwo sekwencji aminokwasów
jest mniejsze ni¿ 95%, to mamy do czynienia z od-
dzielnym genotypem.

Reasumuj¹c nale¿y stwierdziæ, ¿e wszystkie prze-
prowadzone do tej pory badania nadal nie da³y jasnej
odpowiedzi, czy wystêpowanie nosówki u psów wcze�-
niej zaszczepionych spowodowane jest zmianami za-
chodz¹cymi w genie H czy mo¿e innym czynnikiem.

Niew¹tpliwie pojawiaj¹ce siê nowe szczepy wirusów
nosówki charakteryzuj¹ siê nieco odmienn¹ budow¹
antygenow¹ od szczepów szczepionkowych. Brak
aktualizacji sk³adu immunopreparatów w nowe wa-
rianty wirusa nie pozostaje bez wp³ywu na ich sku-
teczno�æ.

W badaniach w³asnych przedstawiciele grup nr 1
i 2 izolowanych z klinicznych przypadków nosówki
od lisów i psów wykazywali znaczne ró¿nice zarówno
nukleotydowe, jak i aminokwasowe w stosunku do
sekwencji wirusów szczepionkowych oraz sekwencji
genu hemaglutyniny �wiatowych izolatów CDV do-
stêpnych w banku genów, co mo¿e �wiadczyæ o poja-
wieniu siê na terenie Polski wschodniej nowych od-
mian wirusa.
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