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Przedstawiciele rodziny Canidae byli jednymi
z pierwszych zwierzat udomowionych przez czlo-
wieka. Intensywna i dlugotrwata praca hodowlana do-
prowadzila do powstania wielu ras i odmian barwnych
tych zwierzat o r6znym przeznaczeniu uzytkowym.
Istotnym zagrozeniem dla dobrostanu zwierzat sa
choroby zakazne, w przypadku pséw jedna z najcze-
$ciej wystepujacych chordb jest parwowiroza wywo-
tywana przez wirusa CPV-2 (canine parvovirus type 2).

Patogen zakaZa psy niezaleznie od wieku i rasy. Ostry
przebieg, wysoka smiertelno$¢ wsrdd szczeniat po-
nizej 6. miesigca Zycia oraz nieswoiste objawy spra-
wiajg, Ze parwowiroza jest uznawana za jedna z naj-
grozniejszych choréb dotykajgcych psy. Choroba jest
wywolywana przez bezotoczkowego wirusa ssDNA.
Mimo powszechnej profilaktyki opartej na szcze-
pieniach patogen wcigz stanowi istotne i powszech-
ne zagrozenie.
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Pierwsze zakazenie parwowirusem psim zostato zano-
towane w latach 70. ubieglego wieku w Stanach Zjed-
noczonych. Do Polski CPV-2 trafit w 1979 r., pierwot-
nie diagnozowano go w wojewddztwach zachodnich,
a 2. lata p6zniej zakazenia byly notowane na terenie
catego kraju (2).

Do infekcji dochodzi poprzez kontakt z odchodami
zakazonych zwierzat, ktore zawierajg aktywne wiriony.
Parwowirus wykorzystuje receptor transferyny typu 1,
aby dostac sie do komarki gospodarza (2). Po pierwot-
nym kontakcie z czynnikiem etiologicznym dochodzi do
jego replikacji w gardle i miejscowej tkance limfoidal-
nej. W kolejnych dniach pojawia sie wiremia i transport
wirionéw do komorek docelowych, ktérymi w przypad-
ku CPV-2 moga by¢ komoérki nabtonkowe krypt jelita
cienkiego, jak tez szpik kostny czy komdrki mie$nia
sercowego (3). Wysoka $miertelno$¢ wsrdd szczeniat,
przekraczajaca 90%, wynika z powinowactwa wirusa
do szybko dzielacych sie komérek miesnia sercowego,
w rezultacie czego rozwija sie zapalenie. Postac ser-
cowa choroby jest coraz mniej powszechna w zwigz-
ku z intensywng immunoprofilaktyka, jak i obecno-
$cig przeciwcial matczynych w organizmie szczeniat.

Obraz kliniczny u osobnikéw dorostych jest efek-
tem zajecia przez patogen komdrek nabtonka krypt
jelit. Wirus, kolonizujac kosmki jelitowe, prowadzi do
ich zapadania sig, zmniejszenia zdolnosci chtonnych
i rozwoju krwotocznego zapalenia jelit. Objawy postaci
jelitowej choroby sg nieswoiste, w poczatkowych eta-
pach pojawia sie osowienie, utrata apetytu, a nastep-
nie, wskutek stanu zapalnego blony Sluzowej jelita, wy-
mioty, wzrastajaca goraczka oraz wodnista biegunka,
czasem z domieszka krwi (4). Zmianie ulegaja takze
parametry morfologiczne i biochemiczne krwi, u za-
kazonych osobnikéw moze wystapi¢ leukopenia, jako
efekt zajecia przez CPV-2 komdrek szpiku kostnego.
Wymioty i biegunka prowadza do zaburzenia gospo-
darki elektrolitowej i réwnowagi kwasowo-zasadowej.
Wraz z postepem choroby dochodzi do odwodnienia,
utraty elektrolitéw oraz hipoglikemii, ktére w potacze-
niu z wtérnymi zakazeniami i szokiem hipowolemicz-
nym czesto prowadza do zejscia Smiertelnego (1, 5).

Wirus jest siany zaréwno przez osobniki zakazone,
jak i bezobjawowych nosicieli wraz ze §ling, kalem czy
wymiocinami. Najwieksze znaczenie dla rozprzestrze-
niania sie CPV-2 ma droga pozioma, jednak mozliwe sg
takze zakazenia pionowe, poniewaz wirus posiada zdol-
nos¢ do pokonania bariery tozyskowej (1). Parwowirusy
wykazuja wysoka trwato$¢ w srodowisku zewnetrznym
dzieki znacznej tolerancji na zmiany temperatury i pH
(5), wirus zdeponowany w $rodowisku w trakcie okresu
jesiennego i zimowego zachowuje zdolnos¢ do zakaza-
nia gospodarza przez kilka miesiecy (1, 6), w ten sposéb
aktywne wiriony moga wywolywac zakazenia u zwie-
rzat wprowadzanych do zanieczyszczonego otoczenia.

Charakterystyka molekularna CPV-2
Materiatl genetyczny CPV-2 stanowi jednoniciowy DNA
(ssDNA) o dtugosci 5,3 kb. Dwie otwarte ramki od-

czytu umozliwiajg translacje fragmentéw kodujacych
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dwa biatka niestrukturalne (NS1, NS2) oraz dwa biatka
strukturalne (VP11 VP2), w trakcie cyklu rozwojowego
wirusa w efekcie trawienia przez proteazy gospoda-
rza biatka VP2 powstaje takze biatko VP3 (7). W ciagu
3 dekad powstaly 3 gldwne warianty wirusa: CPV-2a,
CPC-2b i CPV-2c (5). Wirus parwowirozy pséw wywo-
dzi sie prawdopodobnie od wirusa panleukopenii ko-
tow, ktory pierwotnie zakazat dzikich przedstawicie-
li rodziny Felidae. Podobienistwo genetyczne miedzy
FPV (feline panleukemia virus) a CPV-2 wynosi ponad
99%, wirus w wyniku zmian w sekwencji aminokwa-
sowej mogl zaadaptowaé sie do nowego gospodarza
i da¢ poczatek nowej linii patogenu (8). Wysokie tempo
ewolucji wirusa przeklada sie w duzej mierze na jego
patogennos$¢ i zdolno$¢ kolonizacji nowych nisz eko-
logicznych. Jeden z wariantéw CPV-2 byt wykrywa-
ny w odchodach szopéw, co potwierdza, ze moga one
by¢ alternatywnym gospodarzem. Wirus zakazajacy
szopy by} prawdopodobnie stadium posrednim mie-
dzy pierwotnym szczepem CPV-2 a nowo powstalym
wariantem 2a (2).

Dowodem na wysoka adaptatywno$¢ patogenu jest
fakt, ze juz pod koniec lat 80. macierzysty wariant
CPV-2 zostatl catkowicie wyparty przez nowo powstate
warianty CPV-2a i CPV-2b (5), ktore roznity sie miedzy
soba pojedyncza zmiang aminokwasowg w sekwencji
biatka VP2. Na poczatku XXI w. we Wloszech potwier-
dzono wystepowanie kolejnego wariantu, ktéry nazwa-
no CPV-2c (9), r6znit sie od dotychczasowego szcze-
pu 2b pojedyncza zmiang aminokwasowa w gtéwnym
regionie epitopowym. Znaczna zmiennosc¢ i powsta-
wanie nowych typéw antygenowych wirusa sg zwig-
zane z wysokim tempem mutacji, podobnym do tego
wystepujacego u wiruséw RNA (10).

Powstawanie nowych typéw antygenowych i za-
stepowanie wariantu pierwotnego jest efektem wzro-
stu dopasowania wirusa do populacji gospodarza.
Badania wskazuja, ze substytucja prowadzaca do za-
stapienia kwasu asparaginowego przez glutamine
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W 426 pozycji aminokwasowej moze zwiekszac zdol-
no$¢ wirusa do wigzania sie z receptorem transfery-
ny (11). Réznicujacy aminokwas zajmuje szczegélne
miejsce w konformacji biatka VP2, poniewaz wcho-
dzi w sklad gléwnego regionu antygenowego, nazy-
wanego tez epitopem A (12). Za lepszymi zdolnoscia-
mi adaptacyjnymi CPV-2a, 2b i 2c przemawia fakt, ze
nowe warianty majg szersze spektrum zakazne. Kla-
syczny CPV-2 replikowat sie wylacznie w komorkach
psow, podczas gdy CPV-2a i 2b majg zdolnos¢ do re-
plikacji w komdrkach kotéw domowych czy szopow
(Procyon lotor; 2).

Polimorfizmy w regionach antygenowych, moga
utatwia¢ unikanie mechanizméw odpornosciowych
gospodarza oraz przeciwciat skierowanych przeciw
innemu typowi antygenowemu. Wysoka zmiennos¢
wirusa utrudnia nie tylko dzialania profilaktyczne,
ale takze diagnostyke. Testy serologiczne oparte na
reakcji antygen-przeciwciato wykazuja wysoka spe-
cyficzno$¢ wobec konkretnego epitopu, polimorfizmy
w biatku VP2 odpowiadajacym za wlasciwosci antyge-
nowe moga by¢ przyczyna wynikow falszywie ujem-
nych badan diagnostycznych. Réwniez testy moleku-
larne oparte na amplifikacji kwaséw nukleinowych
s3 w duzej mierze zalezne od znajomosci epidemio-
logii molekularnej. Najpowszechniejsza molekularng
technika jest metoda PCR, w przypadku ktorej krétkie
fragmenty oligonukleotydowe hybrydyzuja do komple-
mentarnej sekwencji w genomie wirusa. Zmiany w se-
kwencji wigzania startera rdwniez moga by¢ przyczy-
ng wynikéw falszywie ujemnych.

Coraz wiekszego znaczenia nabierajg analizy prowa-
dzace do ustalenia epidemiologii molekularnej CPV-2
na danym obszarze (9, 13). Informacje o wariantach ge-
netycznych patogenu pozwalaja nie tylko na wniosko-
wanie o kierunku jego ewolucji, ale takze odgrywaja
istotng role w immunoprofilaktyce, doborze odpowied-
nich antygenow szczepionkowych, jak i aktualizacji te-
stéw diagnostycznych.

Diagnostyka CPV-2

Metodami bezposrednimi detekcji parwowiruséw sg
mikroskopia elektronowa oraz izolacja patogenu na
liniach komoérkowych i obserwacja efektu cytopa-
tycznego (4). Ze wzgledu na stosunkowo niska czu-
tos$¢ diagnostyki opartej na mikroskopii elektronowej
i dlugi czas oczekiwania na wyniki z hodowli komor-
kowych wprowadzone zostaly alternatywne meto-
dy diagnostyki.

Do detekcji wirusa uzywa sie m.in. technik sero-
logicznych, opartych na specyficznej reakcji miedzy
antygenem a przeciwcialem. Wzrost miana przeciw-
cial wystepuje po okoto 3-5 dniach od zakazenia i jest
wykrywany przy pomocy takich metod jak test ELISA
(14) czy test hemaglutynacji (15).

Powszechnie stosowang metoda w diagnostyce par-
wowirozy jest odczyn hemaglutynacji oraz test zaha-
mowania hemaglutynacji, wykorzystujace zdolnos¢
CPV-2 do aglutynacji erytrocytéw. Materiatem bada-
nym w przypadku testu inhibicyjnego jest surowica
nanoszona na mikroptytke, nastepnie do dotka do-
daje sie antygen CPV-2 oraz zawiesine erytrocytow,

zwykle $win. W przypadku braku obecnosci prze-
ciwcial przeciw CPV-2 w surowicy, antygen wiruso-
wy powoduje aglutynacje erytrocytow. Pojawienie sie
przeciwcial w badanej surowicy prowadzi do komplek-
sowania antygenu, zahamowania aglutynacji i osa-
dzania sie erytrocytéw na dnie dotka (16). Test po-
zwala na okreslenie miana przeciwciat, ponadto jest
stosunkowo tani i szybki, jednak jego wada jest dos¢
niska czuto$¢ oraz subiektywna ocena wizualna wy-
niku, zwlaszcza w przypadku niskiego miana wiru-
sa, co w efekcie moze prowadzi¢ do wynikéow fatszy-
wie ujemnych (17).

Alternatywa s3 inne testy serologiczne polegaja-
ce miedzy innymi na detekcji antygenu wirusowe-
go poprzez reakcje ze zwigzanymi na nos$niku prze-
ciwcialami. Szybka metoda diagnostyczng oparta na
specyficznej zdolnosci przeciwciat do selektywnego
wigzania z konkretnym antygenem sg testy immuno-
chromatograficzne (immunoaffinity chromatography
— IAC). Oparte na metodzie IAC komercyjne testy pa-
skowe pozwalaja na jakosciowa ocene obecnosci an-
tygenu CPV-2 w kale pséw. W metodzie tej specyficzne
przeciwciata unieruchamiane s na nos$niku statym, na
ktory nastepnie nanoszona jest badana probka zawie-
rajaca antygeny wyptukane z katu i zawieszone w bu-
forze (18). Obecno$¢ wirusa w probce obserwuje sie jako
reakcje barwng. Mimo szybkosci i tatwosci wykona-
nia testy immunochromatograficzne wykazuja czesto
niewystarczajaca czutos¢ i specyficznosé, ponadto nie
pozwalaja na rozréznienie, czy wykrywane przeciw-
ciala sg efektem zakazenia czy tez stymulacji uktadu
odpornosciowego po szczepieniu (19). Niska swoistos¢
jest spowodowana faktem, ze wykorzystane w danym
tescie przeciwciata s3 specyficzne wobec konkretne-
go epitopu, wystapienie réznic we fragmencie epitopo-
wym, jak i potencjalne reakcje krzyzowe moga skut-
kowa¢ wynikiem fatszywie ujemnym. Zafatszowanie
wyniku badania moze by¢ tez spowodowane obecno-
Scia przeciwciat kompleksujacych antygen, przez co nie
wigze sie on z przeciwcialami wystepujacymi w zesta-
wie diagnostycznym.

Inng techniky oparta na reakcji antygen—przeciw-
cialo jest test ELISA (20). Opiera sie ona na reakcji,
w ktorej przeciwciala umieszczone na nosniku lacza
sie w sposob wysoce specyficzny z antygenem wyste-
pujacym w probie, wynik uwidacznia sie poprzez re-
akcje barwna dzieki zastosowaniu odpowiedniego en-
zymu (4). Wada metody jest fakt, zZe testy serologiczne
w przypadku choréb wirusowych moga wykazywac
zbyt niska czuto$¢ i specyficznosé, przez co diagnoza
nie zawsze jest prawidtowa (21, 22).

Alternatywa dla technik serologicznych sa metody
molekularne oparte na amplifikacji kwaséw nukleino-
wych. Wiodacg technika molekularng wykorzystywa-
na w diagnostyce chordb zakaznych jest metoda tan-
cuchowej reakcji polimerazy — PCR (polymerase chain
reaction) oraz jej modyfikacje, takie jak real-time PCR
(23), multiplex PCR (24) czy nested PCR (25). Lanicucho-
wa reakcja polimerazy polega na cyklicznym powie-
laniu docelowej sekwencji flankowanej przez krotkie
fragmenty oligonukleotydowe — startery, przez enzym
- polimeraze. Produkty PCR wizualizuje sie poprzez
rozdzial w zelu agarozowym, obecnosc jasnego prazka
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oznacza wynik pozytywny (ryc. 1). Do zalet techniki
nalezy wysoka czuto$¢ i specyficznosé, a takze moz-
liwo$¢ wykrywania materiatu genetycznego patogenu
na wczesnych etapach zakazenia.

Diagnostyka molekularna — mimo Ze wciaz nie jest
powszechnie uzywana do wykrywania wirusa CPV-2,
gltéwnie ze wzgledu na konieczno$¢ posiadania specja-
listycznych urzadzen, takich jak termocyklery — zys-
kuje jednak coraz wieksze grono zwolennikéw, czego
efektem jest powstawanie zestawow diagnostycznych
i spadek cen badan bazujacych na technikach moleku-
larnych. W przypadku diagnostyki technika PCR nie-
zbedne s3 dodatkowe etapy obejmujace izolacje DNA
i weryfikacje wyniku poprzez rozdziat elektroforetycz-
ny. PCR, jak kazda technika diagnostyczna, jest podatna
na wyniki falszywie ujemne (mutacja w miejscu wig-
zania startera, obecno$¢ inhibitoréw polimerazy), jak
i dodatnie (niespecyficzna hybrydyzacja starterdow),
ponadto wysoka czulo$¢ wymusza Sciste przestrze-
ganie zasad dobrej praktyki laboratoryjnej (stosowa-
nie na kazdym etapie kontroli dodatnich i ujemnych)
w celu unikniecia zafalszowan wynikéw bedacych re-
zultatem kontaminacji pomiedzy badanymi probami.

Wyzsza czutos¢ i specyficznosé detekcji mozna
osiagnac dzieki modyfikacjom metody PCR, takim jak
real-time PCR (qPCR - quantitive PCR) (26) czy nested
PCR (27). Nested PCR jest modyfikacja klasycznego PCR
odznaczajaca sie wyzszg zaréwno specyficznos$cia, jak
i czuloscig analizy (25). Sktada sie z dwdch oddzielnych
PCR i wymaga dwdch par starteréw. W pierwszej re-
akcji przy udziale jednej pary starterow amplifikowa-
ny jest dluzszy fragment DNA. Produkt pierwszej re-
akcji jest matryca w reakcji nastepnej, w ktérej druga
para starter6w przylacza sie w jego obrebie, pozwa-
lajac na amplifikacje krétszego fragmentu, dajac pro-
dukt bardziej specyficzny.

Metodg jakos$ciowo-ilo$ciowa pozwalajaca uzyskac
informacje o ilosci kopii materiatu genetycznego wi-
rusa jest PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR
lub gqPCR - quantitive PCR). Pozwala ona na monitoro-
wanie przyrostu amplifikowanego fragmentu w trakcie
analizy na podstawie pomiaru emitowanej fluorescen-
cji. Dzieki zastosowaniu barwnika lub wyznakowanych
sond mozliwa jest obserwacja fluorescencji, ktéra jest
proporcjonalna do ilosci DNA w badanej prébcee (6). Do
zalet qPCR nalezy wysoka czutos¢, wysoka powtarzal-
no$¢ oraz pominiecie etapu weryfikacji wynikow am-
plifikacji poprzez rozdzial w zelu.

Specyfika qPCR pozwala takZe na jednoczesne ge-
notypowanie wirusa poprzez zastosowanie odpo-
wiednio zaprojektowanych sond (23), czy tez podejscia
multiplex wykorzystujacego kilka par starteréow jed-
noczes$nie (28). Wysoka czuto$¢ metody real-time po-
zwala na detekcje wirusa nie tylko w standardowych
prébach katu, ale tez w probach srodowiskowych (29).
Wdrozenie metod takich jak qPCR wydaje sie trudne ze
wzgledu na stosunkowo wysoka cene, konieczno$¢ po-
siadania termocykleréw pozwalajacych na analize re-
akcji w czasie rzeczywistym, czy tez posiadanie spe-
cjalistycznej wiedzy niezbednej do zaprojektowania,
przeprowadzenia i analizy wynikéw reakcji, niemniej
jednak coraz wieksza liczba lecznic weterynaryjnych
wykorzystuje w praktyce diagnostycznej metode gPCR.
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Ryc. 1. Optymalizacja reakcji PCR amplifikujacej fragmenty biatka VP2, M — marker

wielkosci 100 bp, studzienki 1-6 starter VPa — amplifikujacy fragment sekwencji kodujacej
biatko VP2 - dtugos¢ — 1150 bp, studzienki 7-12 starter VPb — amplifikujacy fragment

sekwencji kodujacej biatko VP2 - dtugosé¢ 980 bp (badania wtasne)
Metody genotypowania CPV-2

Standardowa diagnostyka parwowirozy jest coraz po-
wszechniej uzupetniana badaniami pozwalajacymi na
okreslenie epidemiologii molekularnej patogenu na da-
nym obszarze, co pozwala na dobdr optymalnych an-
tygenow szczepionkowych i analize krazenia czynnika
etiologicznego miedzy populacjami. Metody pozwalaja-
ce na okreslenie wariantow CPV-2 w duzej mierze bazujg
na technikach molekularnych. PCR moze by¢ zaréwno
metoda typu end-point, jak tez etapem wstepnym dla
innych technik, ktére pozwalajg na dalsza charakte-
rystyke wirusa. Techniki biologii molekularnej, takie
jak sekwencjonowanie polgczone z analizg bioinfor-
matyczng, umozliwiaja molekularng charakterystyke
patogenu i przypisanie go do konkretnego szczepu lub
grupy filogenetycznej.

Jedna z metod genotypowania jest oparta na enzy-
mach restrykcyjnych technika RFLP (restriction frag-
ment length polymorphism), pozwalajaca na rozréz-
nienie dzikich szczepéw wirusa krazacych w populacji
od szczepdw uzytych w szczepionkach. W ten sposéb
mozliwa jest skuteczna diagnostyka i réznicowanie wa-
riantéw patogenu, na krétko po szczepieniu, bez ry-
zyka powstania wynikéw falszywie dodatnich, ktdre
moglyby pojawic sie zaréwno w przypadku technik se-
rologicznych, jak i metody PCR. Technika RFLP opie-
ra sie na analizie réznic wynikajacych z pojawienia
sie lub utraty miejsc rozpoznawanych przez enzymy
restrykcyjne. Badang préobke poddaje sie badaniu PCR
z odpowiednio dobranymi starterami w celu powiele-
nia pozadanego fragmentu DNA, nastepnie zamplifi-
kowany fragment jest poddawany trawieniu enzyma-
mi restrykcyjnymi, ktdre tng dwuniciowa czasteczke
DNA w miejscach wystepowania charakterystycznej
dla danego enzymu sekwencji palindromowej. Ilos¢
miejsc restrykcyjnych oraz ich rozklad determinuja
ilo$¢ i dtugosc powstatych po trawieniu fragmentéw,
po rozdziale na Zelu otrzymuje sie wiec charaktery-
styczny dla danego wariantu wirusa uklad prazkow.

Parwowirusy wykazuja wysokie tempo muta-
cji, przez co polimorfizm RFLP oraz genotypowanie
metodg qPCR nie zawsze s3a w pelni wystarczajace do
molekularnej charakterystyki patogenu. Poznanie
sekwencji kodujacej polimorficzny fragment geno-
mu pozwala na przeprowadzenie dodatkowych analiz
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Ryc. 2. Wyniki sekwencjonowania fragmentu biatka VP2 wirusa CV-2 ze wskazaniem
polimorficznego nukleotydu. Susbstytucja cytozyny na tymine w sekwencji kodujacej
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Ryc. 3. Analiza filogenetyczna wariantow z bionformatycznych baz danych i izolatu
otrzymanego w trakcie badar, kolor zielony — CPV-2a (w tej grupie zawarty zostat polski
izolat CPV-2), niebieski — CPV-2b, czerwony CPV-2c¢ (badania wtasne)
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bioinformatycznych, ocene stopnia polimorfizmu ba-
danej puli patogenéw i przypisanie ich do konkret-
nego typu antygenowego. Najpowszechniej stosowa-
na metoda sekwencjonowania jest metoda Sangera,
ktora byta wykorzystana podczas projektu sekwen-
cjonowania ludzkiego genomu. Technika pozwala na
poznanie sekwencji relatywnie krdotkich amplikondow
w pojedynczej reakcji, co jednak nie jest ogranicze-
niem w przypadku genotypowania CPV-2, gdzie do
okreslenia genotypu wystarcza fragment sekwen-
cji biatka VP2 (ryc. 2). Uzupelnieniem badan labora-
toryjnych opartych na sekwencjonowaniu jest anali-
za bioinformatyczna, pozwalajgca na ocene stopnia
konserwatywnosci sekwencji, wskazanie docelo-
wych fragmentéw do projektowania starteréw, czy tez
okreslenie zmiennosci patogenu i jego relacji filoge-
netycznych z wariantami zdeponowanymi w bazach
danych.

Ewolucja parwowiruséow wiaze sie z powstawa-
niem nowych wariantéw antygenowych, ktore réznia

sie odpowiedzig na powstate po szczepieniu przeciw-
ciata. Czes$¢ badaczy wskazuje na obnizong skutecz-
nos¢ szczepionek opartych na antygenie pochodza-
cym od wyjsciowego szczepu CPV-2 w stosunku do
nowo powstatego wariantu CPV-2c (30, 31). Stad okre-
$lenie wariantu patogenu dominujgcego w danym re-
gionie moze by¢ pomocne przy wyborze i opracowa-
niu optymalnego antygenu szczepionkowego (32, 33).
Monitorowanie ewolucji patogenu jest istotne takze
z perspektywy diagnostyki, wysoka zmienno$¢ w se-
kwencji nukleotydowej moze prowadzi¢ do wynikow
falszywie ujemnych, bedacych rezultatem zbyt niskiej
specyficznosci metody wymusza to ciagla aktualiza-
cje zestawow wykorzystywanych w diagnostyce mo-
lekularnej CPV-2 (34).

Poznanie sekwencji nukleotydowej genéw wirusa
umozliwia badanie relacji filogenetycznych pomiedzy
uzyskiwanymi wariantami. Do analiz filogenetycznych
najczesciej wykorzystuje sie sekwencje nukleotydowa
kodujaca gen biatka VP2, ktére odgrywa istotng role
w patogenezie, ponadto polimorfizmy w nim wyste-
pujace s3 podstawa do dzielenia patogenu na typy an-
tygenowe (ryc. 3; 35, 36).

W ocenie epidemiologii molekularnej parwowirozy
przydatne moga by¢ takze metody oparte na wysoko-
przepustowych technikach NGS (next generation se-
quencing) — sekwencjonowanie nowej generacji, po-
zwalajace na analizy calych genomoéw. Istnieje wiele
platform opartych na NGS, takich jak m.in. Solid czy
Ilumina. Analizy moga by¢ takze ukierunkowane na
badanie transkryptomu, co umozliwia wykrycie repli-
kujacych czasteczek wirusa i ten sposéb potwierdze-
nie aktywnego zakazenia, a nie samej obecnosci ma-
teriatu genetycznego CPV-2 (37). Mimo ogromnej ilo$ci
danych generowanych przez techniki NGS praktycz-
ne zastosowanie sekwencjonowania nowej generacji
jest ograniczone z uwagi na wysoki koszt analizy oraz
skomplikowane metody analizy wynikow.

Podsumowanie

Pomimo szczepien ochronnych parwowiroza pozosta-
je grozng choroba zakazng pséw. Dotychczas najwaz-
niejsza role w badaniu i rozpoznawaniu parwowirozy
odgrywaly metody serologiczne opierajace sie na re-
akcji immunologicznej pomiedzy antygenem a prze-
ciwciatem. Ze wzgledu na wysokie tempo ewolucji wi-
rusa tradycyjne techniki laboratoryjne czesto okazuja
sie niewystarczajace. Techniki biologii molekularnej
znacznie poszerzaja mozliwosci klasycznej diagnostyki.
Metoda PCR pozwala na wczesniejsze wykrycie pato-
genu, co umozliwia szybsze podjecie terapii, zwieksza
szanse na przezycie zakazonych zwierzat oraz ogra-
nicza rozprzestrzenianie sie wirusa.

Metody molekularne moga uzupetnia¢ rutynowo
stosowane techniki diagnostyczne, zwlaszcza w przy-
padku préb dajgcych niejednoznaczne i watpliwe wy-
niki. W polaczeniu z sekwencjonowaniem i analiza
bioinformatyczng mozliwe jest genotypowanie po-
szczegolnych izolatéw, sledzenie ewolucji wirusa oraz
sporzadzenie molekularnej charakterystyki patogenu
wystepujacego na okreslonym obszarze. Diagnostyka
molekularna sprzezona z genotypowaniem moze by¢
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uzyteczna zardwno z perspektywy badan podstawo-
wych, jak i mie¢ aspekt aplikacyjny dla wtascicieli i ho-
dowcéw pséw, ktdrzy moga przeciwdziataé rozprze-
strzenianiu sie zakazenia w hodowli poprzez szybsze
i precyzyjniejsze wykrycie patogenu, ograniczy¢ stra-
ty powstate w wyniku zakazenia, czy tez okresli¢ sku-
tecznos¢ szczepienia. Wreszcie poznanie struktury ge-
netycznej wirusa moze by¢ uzyteczne dla diagnostéw,
w oparciu o uzyskane dane mozliwe jest aktualizowa-
nie stosowanych testéw diagnostycznych.
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