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Wirus RHD (RHDV) jest wysoce zakaźnym pa-
togenem królików, powodującym u  nich chorobę 
krwotoczną – RHD (rabbit haemorrhagic disease), 
w  Polsce określaną jako pomór królików. Choroba 
powodowana przez ten wirus szybko i łatwo przenosi 
się z osobnika na osobnika i odznacza się wysokim 
odsetkiem śmiertelności, co sprawia, że stanowi ona 
istotne zagrożenie dla populacji królików utrzymywa-
nych w hodowlach oraz wolno żyjących (3, 46). RHDV 
jest przedstawicielem rodzaju Lagovirus, w obrębie ro-
dziny Caliciviridae, która skupia bezosłonkowe wirusy 
ssRNA(+) (www.ictvonline.org; viralzone.expasy.org). 
Większości wirusów z tej rodziny, w tym RHDV, nie 
udaje się namnożyć w hodowlach komórkowych, co 
jest jedną z przyczyn ograniczeń w możliwościach ich 
badania (3). Skutkiem tego jest m.in.: niezadowalająca 
sytuacja taksonomiczna króliczych lagowirusów, jako 
że w obrębie tego rodzaju obowiązująca systematyka 
wirusologiczna wyodrębnia jedynie dwa gatunki, 
takie jak: wirus RHD zakażający króliki oraz wirus 
EBHS zakażający zające. Taki status taksonomiczny 
RHDV nie pokazuje różnorodności wśród króliczych 
lagowirusów. Przede wszystkim, obecna taksonomia 
tego rodzaju nie uwzględnia zmienności genetycznej 
wśród szczepów RHDV, które na podstawie analiz 
filogenetycznych zaklasyfikowano do różnych grup 
genetycznych (3). Wśród tych grup warto zwrócić 
uwagę m.in. na opisywany odrębny podtyp wirusa 
RHD, nazwany RHDVa lub wariantem antygenowym 
RHDV, w odróżnieniu od szczepów określanych jako 

klasyczne, standardowe czy też oryginalne. Wirusy 
z podtypu RHDVa różnią się od szczepów klasycz-
nych reaktywnością w teście ELISA z panelem prze-
ciwciał monoklonalnych skierowanych przeciwko 
białku kapsydu tego wirusa (7, 43). Wśród króliczych 
lagowirusów opisywane są również szczepy znacznie 
zdystansowane genetycznie od RHDV, różniące się od 
nich dodatkowo patogennością w stosunku do króli-
ków, ale także w niektórych przypadkach tropizmem 
komórkowym, bo wiele z  nich, w  odróżnieniu od 
szczepów RHDV i RHDVa, wykrywano w  jelitach, 
nie zaś w wątrobie królików. Te niepatogenne i słabo 
patogenne królicze lagowirusy określane bywają także 
jako wirusy RCV-like (24) lub NP-LV (non-pathoge-
nic lagovirus) (21). Przesłanką do poszukiwania tych 
szczepów było odkrycie, iż u królików nieszczepionych 
przeciwko RHD i nie mających wcześniejszego kon-
taktu z RHDV występują przeciwciała przeciwko temu 
wirusowi (42). Do tej pory wśród nich opisano: włoski 
RCV (Rabbit calicivirus) (8), brytyjski Lambay (16), 
amerykański MRCV (Michigan Rabbit calicivirus) (5), 
francuski 06-11 (21) oraz australijski RCV-A1 (Rabbit 
calicivirus Australia 1), który ostatnio klasyfikowano 
jako nowy dodatkowy typ króliczego kaliciwirusa 
(28, 44). Także ostatnio opublikowane prace (10, 19, 
20) donoszą o pojawieniu się i szybkim rozprzestrze-
nianiu patogennych króliczych lagowirusów, takich 
jak francuski wariant RHDV (20) oraz RHDVb (10), 
sklasyfikowanych jako nowy typ RHDV – RHDV2 
(19), które są bardziej spokrewnione z niepatogennymi 
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króliczymi lagowirusami aniżeli ze szczepami RHDV 
i RHDVa. Bardzo ważny wydaje się fakt, że szczepy 
RHDV2 powodują chorobę nie tylko u królików, ale 
także u jednego z gatunków zajęcy (Lepus capensis 
mediterraneus) występującego na Sardynii, przypomi-
nającą pod względem obrazu klinicznego pomór króli-
ków (41). Przypuszcza się, że króliczych lagowirusów, 
szczególnie tych niepatogennych, może być znacznie 
więcej i że występują one powszechnie w populacjach 
królików, a jedynie ich wykrywalność jest niska (32). 
Sytuacja powyższa powoduje, że królicze lagowirusy 
różniące się od RHDV i  RHDVa są przez różnych 
autorów klasyfikowane jako przodek RHDV, jako 
warianty tego wirusa bądź jako nowy gatunek, który 
nie figuruje w systematyce wirusologicznej. Z drugiej 
strony, wirus RHD wydaje się dobrym modelem dla 
śledzenia ewolucji wirusów RNA z uwagi na zgroma-
dzenie dosyć dużej liczby izolatów/szczepów pocho-
dzących z całego świata i otrzymanych w stosunkowo 
długim czasie, obejmującym znaczną część okresu 
jego obecności w środowisku (29). Jednym z narzędzi 
do przewidywania zależności ewolucyjnych wśród 
wirusów są analizy filogenetyczne, których wiele 
wykonano dotychczas w oparciu o sekwencje kodu-
jące różne części genomu wirusa RHD lub w oparciu 
o sekwencje aminokwasowe białek tego wirusa. Stąd 
celem niniejszej pracy jest przybliżenie stanu wiedzy 
nad zależnościami filogenetycznymi wśród szczepów 
RHDV, z  uwzględnieniem króliczych lagowirusów 
o niewyjaśnionym do dziś statusie taksonomicznym.

Czynniki wpływające na wyniki badań 
filogenetycznych RHDV

Podstawę przewidywania zależności filogenetycz-
nych między wirusami stanowią dane otrzymywane 
z  porównania sekwencji nukleotydowych różnych 
części ich genomu, bądź przewidywanych w oparciu 
o te sekwencje – sekwencji aminokwasowych białek. 
Pierwsze wyniki analiz filogenetycznych szczepów 
wirusa RHD opublikowane zostały w 1997 r. (37) i od 
tamtej pory regularnie pojawiają się opracowania z tej 
tematyki badawczej. W  różnych pracach z  zakresu 
zależności filogenetycznych pomiędzy szczepami 
RHDV, ale także w pracach określających zależności 
filogenetyczne w  obrębie króliczych lagowirusów 
stwierdzono na podstawie topologii generowanych 
drzew filogenetycznych grupowanie się analizowanych 
w nich szczepów w 2-8 grup (tab. 1). Można sądzić, 
że różnice w  liczbie tych grup wynikają po części 
z  zastosowanej metodologii prowadzenia analizy 
filogenetycznej, to jest z doboru sekwencji do badań 
(nukleotydowych lub aminokwasowych, jak też wiel-
kości analizowanych fragmentów) i wyboru metody 
do konstrukcji drzewa filogenetycznego.

Analiza wyników dotychczas opublikowanych 
badań z zakresu filogenezy RHDV (tab. 1) wskazuje, 
że ważnymi czynnikami wpływającymi na wyniki 
filogenezy są: liczba szczepów użytych do analizy 

oraz okres z jakiego pochodzą szczepy. W przypad-
ku tych dwóch kryteriów wydaje się istnieć pewna 
zależność, jako że im więcej szczepów poddawano 
analizie i  im wyższa była różnica czasu otrzymania 
pomiędzy szczepem najstarszym a najnowszym, tym 
większą liczbę grup genetycznych uzyskiwano (18, 
22, 35, 37). Tę hipotezę najlepiej obrazuje porówna-
nie wyników pierwszych badań z zakresu filogenezy 
RHDV (18, 37), gdzie ocenie poddano po kilkadziesiąt 
szczepów tego wirusa otrzymanych w okresie 9 lat, 
wśród których wyodrębniono 3 grupy, z  badaniami 
nieco nowszymi (22, 35), gdzie oceniając więcej 
szczepów niż poprzednio, otrzymanych w dłuższym 
przedziale czasowym, uzyskano wśród nich 6 i 7 grup. 
Przykładowo, analiza filogenetyczna 62 europejskich 
(głównie francuskich) szczepów RHDV otrzymanych 
w latach 1987-1994 wykazała ich przynależność do 
trzech genogrup (G1-G3), z których dwie – G1 i G2 – 
wydawały się zanikać, zaś G3 pokazywała tendencję 
rozwojową (18). Obserwację tę potwierdziła kolejna 
analiza europejskich szczepów RHDV, także głównie 
francuskich, przeprowadzona przez Le Gall-Recule 
i  wsp. (22), obejmująca lata 1987-2000 i  znacznie 
większą liczbę szczepów, w  której oprócz potwier-
dzenia tendencji zanikowej dla genogrup G1 i  G2, 
zaobserwowano także pojawienie się dodatkowych 
trzech genogrup (G4-G6), w  których znalazły się 
szczepy otrzymane po 1993 r. Zasugerowano również, 
że w  miarę upływu czasu i  pojawiania się nowych 
genogrup, szczepy z wcześniejszych grup genetycz-
nych, zmniejszały swój udział w  populacji wirusa 
RHD w środowisku, ustępując szczepom z nowo po-
jawiających się genogrup. Wyjątek stanowiły szczepy 
z genogrupy G6, gromadzącej szczepy RHDVa, które 
zgodnie z przewidywaniami Capucciego i wsp. (7), wy-
dają się zdobywać liczebną przewagę w środowisku. 
Należy dodać, że prace zespołu francuskiego (22), do 
chwili obecnej stanowią fundament dla wielu analiz 
filogenetycznych, w których badacze (6, 9, 10, 33, 36, 
38, 47) odnoszą uzyskany dla ocenianych przez siebie 
szczepów podział do podziału według Le Gall-Recule 
i wsp. (22), przy czym trzeba zaznaczyć, iż część ze 
wspomnianych analiz (10, 36, 38, 47) nie rozdziela 
genogrup G3-G5, traktując je jako jedną grupę. Taka 
sytuacja oraz wyniki badań filogenetycznych prze-
prowadzonych metodami bayesowskimi (18, 29, 30), 
stanowią potwierdzenie przewidywań Le Gall-Recule 
i wsp. (22), iż grupy G3-G5 powstawały, ewoluując 
kolejno jedna z drugiej. Rozpatrując wpływ doboru 
sekwencji do badań filogenetycznych dotyczących 
wirusa RHD, warto również zwrócić uwagę na te 
analizy, w których oprócz szczepów RHDV uwzględ-
niono także niepatogenne i słabo patogenne królicze 
lagowirusy (10, 11, 20, 28, 44). W  badaniach tego 
typu uzyskiwano nieco niższą liczbę grup w obrębie 
szczepów RHDV. Topologia drzew filogenetycznych 
wzbogaconych o sekwencje szczepów RCV-like i/lub 
RCV-A1, wskazuje na dosyć bliskie pokrewieństwo 
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Tab. 1. Wyniki badań filogenetycznych dotyczących wirusa RHD i innych króliczych lagowirusów

Lp. Liczba szczepów Pochodzenie szczepów
Czas 

otrzymania 
szczepów

Porównywana sekwencja 
nukleotydowa/aminokwasowa

Metoda 
analizy Grupowanie szczepów

Rok publikacji 
i pozycja 

piśmiennictwa

1. 44 RHDV Europa, Azja, Ameryka 1987-1995 Sekwencja kodująca VP60, bliżej 
C-końca (pozycja 6412-6809nt)

NJ 3 grupy genetyczne 1997 (37)

2. 62 RHDV Europa (głównie Francja) 1987-1994 Sekwencja kodująca VP60, 
C-koniec (pozycja 6473-7011nt)

UPGMA 3 genogrupy 1998 (18)

Sekwencja kodująca VP60, 
N-koniec (pozycja 5271-5829 nt)

Sekwencja kodująca p30/p29 
(pozycja 2302-2793 nt)

3. 59 RHDV (w tym 
niepatogenne)
2 RCV-like

Europa (głównie Wielka 
Brytania), Ameryka, 
Nowa Zelandia

1955-2001 Sekwencja kodująca VP60, bliżej 
C-końca (pozycja 6135-6719 nt)

ML 8 grup, w tym jedna 
zawierająca szczepy 
RCV-like

2002 (35)

4. 142 RHDV Europa (głównie Francja) 
i Ameryka

1987-2000 Sekwencja kodująca VP60, 
C-koniec (pozycja 6473-7011nt)

NJ 6 genogrup 2003 (22)

5. 78 RHDV (w tym 
niepatogenne)

Europa, Azja, Ameryka, 
Nowa Zelandia

1955-2003 Sekwencja kodująca VP60, bliżej 
C-końca (pozycji nie podano)

ML 2 grupy z Nowej Zelandii, 
dla reszty szczepów nie 
analizowano grupowania

2003 (14)

6. 61 RHDV (w tym 
niepatogenne)

Europa, Azja, Ameryka, 
Nowa Zelandia

1955-2001 Sekwencja kodująca VP60, bliżej 
C-końca (pozycji nie podano)

ML 3 grupy 2006 (13)

7. 34 RHDV Europa (głównie Węgry) 1987-2003 Sekwencja kodująca VP60, 
C-koniec (pozycja 6384-7010 nt)

NJ 3 genogrupy 2006 (33)

8. 24 RHDV Europa, Azja, Ameryka 1987-2004 Sekwencja kodująca VP60, bliżej 
C-końca (pozycja 6482-6782 nt)

ML 6 genogrup 2006 (6)

9. 71 RHDV (w tym 
niepatogenne)

Europa, Azja, Ameryka, 
Nowa Zelandia

1955-2003 Sekwencja kodująca VP60, bliżej 
C-końca (pozycji nie podano)

ML 7 grup 2006 (17)

10. 61 RHDV (w tym 
niepatogenne)
3 RCV-like

Europa, Azja, Ameryka, 
Nowa Zelandia

1955-2003 Sekwencja kodująca VP60, bliżej 
C-końca (pozycja 6135-6719 nt)

NJ 8 grup, w tym jedna 
zawierająca szczepy 
RCV-like

2007 (16)

11. 43 RHDV Europa (głównie Polska), 
Azja i Ameryka

1984-2005 Sekwencja kodująca VP60, bliżej 
C-końca (pozycja 6514-6970)

NJ 6 genogrup 2007 (9)

12. 17 RHDV Europa, Azja, Nowa 
Zelandia

1984-2005 Sekwencja aminokwasowa VP60, 
cała

bd 2 klastry 2007 (45)

13. 45 RHDV Europa Azja Nowa 
Zelandia, Ameryka

1984-2005 Sekwencja aminokwasowa VP60, 
cała

UPGMA 2 grupy 2007 (34)

14. 34 RHDV Azja (głównie Korea), 
Europa, Nowa Zelandia, 
Ameryka

1985-2008 Sekwencja kodująca VP60 
(pozycja 5305-7047)

NJ 2 klastry 2009 (39)

15. 15 RHDV
3 RCV-like
1 RCV-A1

Australia, Europa, 
Ameryka, Azja

1987-2006 Sekwencja kodująca VP60 
(pozycji nie podano)

NJ 4 grupy, przy czym dwie 
z nich skupiają szczepy 
RCV-like i RCV-A1

2009 (44)

16. 66 RHDV Europa (głównie 
Półwysep Iberyjski), 
Azja, Ameryka

1987-2007 Sekwencja kodująca VP60, bliżej 
C-końca, (pozycja 6157-6703)

NJ 6 genogrup i 3 grupy 
szczepów z Półwyspu 
Iberyjskiego w obrębie 
jednej z nich

2009 (36)

17. 14 RHDV Europa, Azja, Ameryka 1987-2006 Sekwencja kodująca p30/p29 
(pozycja 2302-2793 nt)

OD
ML

4 grupy genetyczne 2009 (26)

18. 210 RHDV (w tym 
niepatogenne)

Europa, Azja, Ameryka, 
Nowa Zelandia

1984-2008 Krótka sekwencja kodująca 
VP60 (pozycja 1111-1387 nt 
w sekwencji kodującej VP60)

MCC 4 grupy 2009 (29)

19. 31 RHDV (w tym 
niepatogenne)
3 RCV-like

Europa, Azja, Ameryka, 
Nowa Zelandia

1987-2007 Sekwencja aminokwasowa 97% 
białka VP60

NJ 3 grupy, w tym jedna 
skupia szczepy RCV-like

2010 (1)

20. 32 RHDV (w tym 
niepatogenne)

Europa, Azja, Ameryka, 
Nowa Zelandia

1987-2006 Sekwencja kodująca RdRp 
długości 1326 nt (pozycji nie 
podano)

ML 2 grupy genetyczne 2010 (25)

21. 16 RHDV Europa – Francja 1988-2005 Sekwencja kodująca VP60, 
C-koniec (pozycja 6473-7011 nt)

OD 4 grupy genetyczne 2010 (24)

22. 46 RHDV (w tym 
niepatogenne)

Europa, Azja, Ameryka, 
Nowa Zelandia

1987-2008 Sekwencja kodująca VP60, 
N-koniec (pozycja 5271-5829 nt)

Kimury 6 grup genetycznych 2010 (40)
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Lp. Liczba szczepów Pochodzenie szczepów
Czas 

otrzymania 
szczepów

Porównywana sekwencja 
nukleotydowa/aminokwasowa

Metoda 
analizy Grupowanie szczepów

Rok publikacji 
i pozycja 

piśmiennictwa

23. 151 RHDV (w tym 
niepatogenne)

Europa (głównie 
Półwysep Iberyjski), 
Azja, Ameryka, Nowa 
Zelandia

1955-2007 Sekwencja kodująca VP60, bliżej 
C-końca (pozycji nie podano)

BI 3 linie i 6 grup szczepów 
z Półwyspu Iberyjskiego 
w obrębie jednej z nich

2010 (4)

24. 31 RHDV Europa, Azja, Ameryka, 
Australia

1984-2006 Sekwencja kodująca VP60, cała 
(pozycji nie podano)

MCC 4 klady 2010 (30)

25. 29 RHDV
2 RCV-like
38 RCV-A1

Australia, Europa, Azja 1984-2009 Sekwencja kodująca VP60, cała 
(pozycji nie podano)

MCC 4 linie, w tym jedna 
skupia szczepy RCV-like 
i jedna RCV-A1 (ta dzieli 
się na 6 kladów)

2010 (28)

26. 32 RHDV (w tym 
niepatogenne)
3 RCV-like
1 RCV-A1

Europa, Azja, Ameryka, 
Australia, Nowa Zelandia

1984-2007 Sekwencja kodująca VP60, cała 
(pozycji nie podano)

ME 3 grupy genetyczne 
skupiające szczepy 
RCV-like, RCV-A1 I 
RHDV (tu podział na dwie 
podgrupy)

2011 (20)

27. 54 RHDV (w tym 
niepatogenne)

Europa, Azja, Ameryka, 
Nowa Zelandia

1987-2006 Sekwencja kodująca VP60, cała 
(pozycji nie podano)

NJ 4 klady 2011 (38)

28. 125 RHDV
4 RCV-like
36 RCV-A1

Nie podano Nie 
podano

Sekwencja kodująca VP60, bliżej 
C-końca (pozycja 1188-1541 nt 
w sekwencji kodującej VP60)

ME 4 grupy genetyczne, 
w tym grupa zawierająca 
szczepy RCV-like i kolejna 
ze szczepami RCV-A1

2011 (21)

29. 34 RHDV Europa (głównie Polska), 
Azja, Ameryka

1987-2006 Sekwencja kodująca VP60, bliżej 
C-końca (pozycja 6069-6654 nt)

NJ 3 grupy genetyczne 2012 (12)

30. 30 RHDV
6 RCV-like

Nie podano Nie 
podano

Sekwencja kodująca VP60, bliżej 
C-końca (pozycja 6056-6794 nt)

NJ 3 klady, w tym jeden 
skupiający szczepy 
RCV-like

2012 (10)

31. 44 RHDV Azja (głównie Chiny), 
Europa, Ameryka

1984-2010 Sekwencja kodująca VP60, cała 
(pozycja 5290-7273 nt)

NJ 6 genogrup i 4 podgrupy 
chińskie

2012 (47)

32. 65 RHDV Nie podano 1984-2009 Sekwencja kodująca VP60, cała 
(pozycji nie podano)

ML
MCC

4 linie 2012 (23)

33. 31 RHDV Nie podano 1987-2009 Sekwencja kodująca RdRp, cała 
(pozycji nie podano)

MCC 4 linie 2012 (23)

34. 32 RHDV Europa, Azja, Ameryka, 
Australia

1984-2005 Sekwencja kodująca VP60, 
N-koniec, (pozycja 5271-5829 nt)

ML 5 grup genetycznych 2013 (27)

35. 85 RHDV
3 RCV-like

Europa, Azja, Ameryka, 
Australia

1989-2012 Sekwencja kodująca VP60, cała 
(pozycji nie podano)

ML 5 grup, w tym grupa 
zawierająca szczepy 
RCV-like

2013 (2)

36. 70 RHDV
3 RCV-like
36 RCV-A1
7 RHDV2

Europa, Azja, Ameryka, 
Australia

1984-2012 Sekwencja kodująca VP60, cała 
(pozycji nie podano)

NJ 4 grupy zawierające 
szczepy: RHDV (z 4 
podgrupami), RCV-like, 
RCV-A1, RHDV2

2013 (19)

Objaśnienia: NJ – metoda przyłączania sąsiadów; UPGMA – metoda średnich połączeń; ML – metoda największej wiarygodności; 
OD – metoda rzeczywistej rozbieżności (observed divergence); MCC – metoda najwyższej wiarygodności kladów (maximum clade 
credibility); BI – inferencja bayesowska (bayesian inference); ME – metoda minimalnej odległości (minimum evolution); bd – brak 
danych; nt – nukleotyd; aa – aminokwas

Tab. 1. c.d.

między tymi wirusami a RHDV, co w obliczu nie do 
końca zdefiniowanego dla wirusów pojęcia gatun-
ku (31) i  nieuregulowanej sytuacji taksonomicznej 
króliczych lagowirusów oraz pojawiania się nowych 
patogennych szczepów króliczych lagowirusów – 
RHDV2, bardziej podobnych do RCV-like aniżeli do 
RHDV (10, 19, 20), sygnalizuje wyraźną potrzebę 
usystematyzowania ich statusu taksonomicznego. Co 
więcej, uwzględnienie tych niepatogennych i  słabo 
patogennych lagowirusów w analizie filogenetycznej, 
a co za tym idzie – zwiększenie stopnia zmienności 
analizowanych sekwencji, powoduje iż na generowa-

nych drzewach filogenetycznych dochodzi do zredu-
kowania liczby grup w obrębie klasycznych szczepów 
RHDV do jednej, zawierającej wszystkie analizowane 
szczepy, bądź dwóch, z których jedna zawiera szczepy 
RHDV, a druga szczepy RHDVa (10, 20, 21, 28, 44).

Kolejnym ważnym czynnikiem determinującym 
zaszeregowanie szczepów RHDV do grup w oparciu 
o  ich analizę filogenetyczną, jest rodzaj użytego do 
badań markera. Analizując ten aspekt, można stwier-
dzić, że znaczenie ma nie tyle analizowany fragment 
genomu wirusa RHD, co rodzaj użytych sekwencji. 
Jeżeli drzewa filogenetyczne generowane są w opar-
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ciu o sekwencje nukleotydowe genomu wirusowego, 
to uzyskiwana liczba grup jest zazwyczaj wyższa 
aniżeli liczba grup otrzymana w oparciu o  sekwen-
cje aminokwasowe, gdzie uzyskiwano zwykle dwie 
grupy szczepów – szczepy określane jako oryginalne 
lub dzikie oraz szczepy typu RHDVa (2, 34, 39, 45). 
Fakt ten można wytłumaczyć dużym stopniem zmian 
synonimicznych w genomie RHDV, które nie skutkują 
zmianą aminokwasu w białkach wirusowych.

Odnosząc się do kwestii rodzaju metod wykorzy-
stanych do analizy filogenetycznej i  ich wpływu na 
topologię drzewa i grupowanie się szczepów RHDV, 
należy stwierdzić, że nie prowadzono obszernych 
badań z tego zakresu. Niemniej porównania przepro-
wadzone przez Le Gall i wsp. (18) w odniesieniu do 
europejskich (głównie francuskich) izolatów RHDV 
wykazały niezmienione, niezależnie od metody grupo-
wanie się szczepów wirusa przy wykorzystaniu metod: 
średnich połączeń (UPGMA – unweighted pair group 
metod with arithmetic mean), najwyższej parsymonii 
(MP – maximum persimony) i najwyższego prawdo-
podobieństwa (ML – maximum likelihood). Podobne 
obserwacje poczynili Matiz i wsp. (33), porównując 
drzewa filogenetyczne wygenerowane metodą łączenia 
sąsiadów (NJ – neighbour joining) i średnich połączeń. 
Z kolei porównania drzew filogenetycznych generowa-
nych według metody ML, mimo uzyskiwanych niskich 
wartości bootstrap, wskazują, iż drzewa te wykazują 
grupowanie szczepów wysoce podobne lub identyczne 
jak grupowanie metodami bayesowskimi, gdzie drzewa 
filogenetyczne są generowane w oparciu o zaawanso-
wane techniki obliczeniowe i odznaczają się znacznie 
wyższym prawdopodobieństwem (23, 29, 30).

Zależności filogenetyczne między króliczymi 
lagowirusami w aspekcie geograficznym

Badania filogenetyczne RHDV, w których oceniano 
zróżnicowanie genetyczne izolatów pochodzących 
z  wielu geograficznie odległych obszarów świata, 
przeprowadzono dla szczepów z Francji (18, 22, 24, 
27), Chin (47), Holandii (6), Węgier (33), Korei (39), 
Polski (9, 12), Półwyspu Iberyjskiego (4, 36) i Wielkiej 
Brytanii (15, 16, 35), a  także Nowej Zelandii (14). 
Wyniki dotyczące krajów europejskich, wskazują, 
iż w pierwszych kilkunastu latach obecności wirusa 
w środowisku odnotowywano obecność klasycznych 
szczepów RHDV, reprezentujących kilka różnych 
grup, zaś w  ostatnim dziesięcioleciu obserwuje się 
zmniejszenie liczby grup i  redukcję różnorodności 
wśród szczepów RHDV na korzyść szczepów RHDVa 
(11, 12, 29). Podobną tendencję do dominacji szcze-
pów RHDVa odnotowano w ostatnich latach w kra-
jach azjatyckich (39, 47) i w Ameryce (34). Inaczej 
sytuacja filogenetyczna wirusa RHD kształtuje się 
w regionach odosobnionych geograficznie, takich jak 
Półwysep Iberyjski oraz Wyspy Brytyjskie (4, 15, 16, 
35, 36). Pierwszy z  tych rejonów wydaje się szcze-
gólnie ważny dla badań nad RHDV, gdyż występują 

tu obydwa podgatunki królików europejskich, to jest 
Oryctolagus cuniculus cuniculus, z którego wywodzą 
się przodkowie wszystkich królików dzikich i  ho-
dowlanych żyjących poza Półwyspem Iberyjskim 
oraz Oryctolagus cuniculus algirus unikalny dla tego 
regionu (36). Można więc stwierdzić, iż na Półwyspie 
Iberyjskim zróżnicowanie genetyczne wśród królików 
europejskich, a więc gatunku gospodarza dla wirusa 
RHD, jest najwyższe na świecie (36). Odwrotnie 
przedstawia się zróżnicowanie wśród występujących 
w  tym rejonie szczepów RHDV, które jest niższe 
w  porównaniu ze zróżnicowaniem wśród szczepów 
RHDV w innych krajach europejskich (4). Ta sytuacja 
znajduje odzwierciedlenie w  grupowaniu się szcze-
pów z Półwyspu Iberyjskiego w obrębie genogrupy 
G1 według klasyfikacji Le Gall-Recule i wsp. (22). 
Przypuszcza się, że szczepy wirusa RHD na Półwyspie 
Iberyjskim i szczepy RHDV z genogrupy G1, wyod-
rębniły się ze wspólnego przodka, a w regionie tym 
doszło do zastąpienia typowych szczepów z grupy G1, 
szczepami lokalnymi (4, 36). Wśród szczepów RHDV 
występujących w  tym rejonie wyodrębniono 6 grup 
iberyjskich (IB1-IB6), których rozlokowanie w ob-
rębie drzewa filogenetycznego zależało głównie od 
czasu otrzymania szczepów, a w mniejszym stopniu od 
miejsca ich otrzymania (4, 36). Należy jednak dodać, 
że w ostatnich latach sytuacja w tym rejonie wydaje 
się ulegać zmianie, jako że w  2011  r. odnotowano 
tam obecność nowego szczepu z grupy RHDV2 (10, 
19), zaś w 2012 r. u królików hodowlanych opisano 
nowy szczep wirusa RHD, który na podstawie analiz 
filogenetycznych zaklasyfikowano do podtypu RHDVa 
(2). Z kolei inaczej wydaje się przedstawiać sytuacja 
filogenetyczna wirusa RHD na Wyspach Brytyjskich, 
czego dowiodły wielokierunkowe analizy filogene-
tyczne szczepów RHDV z tego regionu (15, 16, 35). 
Badania te wprowadziły także wiele nowych danych do 
stanu wiedzy na temat różnorodności i epidemiologii 
tego wirusa. Przede wszystkim dokonano zaskakują-
cego odkrycia, że materiał genetyczny wirusa RHD 
występuje w próbkach tkanek króliczych, uzyskanych 
w latach 90. na terenie Wysp Brytyjskich, nie tylko od 
zwierząt padłych z nieznanych przyczyn, ale również 
od klinicznie zdrowych. Także poszukiwanie materiału 
genetycznego RHDV w archiwalnych próbkach tkanek 
króliczych, pobranych od królików z tego regionu przed 
odnotowaniem pojawienia się choroby RHD, dało po-
zytywne wyniki, jako że najstarsza próbka, z której 
uzyskano wynik pozytywny, pochodziła z 1955 r. (35). 
Do analiz filogenetycznych wykorzystano sekwencje 
kodujące fragment białka kapsydu RHDV opracowane 
na podstawie zgromadzonego materiału biologicznego, 
jak również homologiczne sekwencje szczepów pocho-
dzących z różnych krajów świata otrzymane z Banku 
Genów (łącznie 59 sekwencji). Ich analiza wykazała, 
że oceniane szczepy należą do 7 grup, zaś izolaty po-
chodzące z Wysp Brytyjskich plasują się w obrębie 
tylko 4 z nich (35). Należy podkreślić fakt, że szczepy 
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uzyskane od zwierząt zdrowych z Wysp Brytyjskich 
występowały w  tych samych grupach, co szczepy 
otrzymane od padłych królików. Należy dodać, że 
grupowanie się szczepów wydawało się przypadkowe, 
jako że nie stwierdzono zależności ani od czasu, ani od 
miejsca otrzymania szczepu (35). Analogiczne grupo-
wanie się szczepów RHDV otrzymano w późniejszej 
analizie filogenetycznej dotyczącej 61 szczepów tego 
wirusa i przeprowadzonej przez Forrestera i wsp. (16). 
Pulę szczepów z Wysp Brytyjskich wzbogacono o 7 
szczepów z Irlandii i dodatkowo w analizie użyto se-
kwencji kilkunastu szczepów z innych części świata 
(16). W badaniach tych autorzy zwracają uwagę na 
wysoką zmienność wśród króliczych lagowirusów wy-
stępujących na Wyspach Brytyjskich, czego dowodzi 
wyizolowanie tam dwóch szczepów zdystansowanych 
genetycznie od RHDV i  tworzących wspólną grupę 
z włoskim szczepem niepatogennym RCV (16). Stan 
wiedzy o  zmienności i  grupowaniu się szczepów 
króliczych lagowirusów pochodzących z tego rejonu 
został uzupełniony na podstawie wyników innych ba-
dań Forrestera i wsp. (15), w których kontynuowano 
poszukiwanie materiału genetycznego RHDV u kró-
lików zdrowych na terenie Szkocji, wprowadzając 
dodatkowo kryterium pory roku, w której uzyskano 
próby. Około 10% przebadanych prób było dodatnich 
w reakcji RT-PCR i uzyskane z tych prób sekwencje 
wykorzystano do przeprowadzenia analizy filoge-
netycznej, obejmującej także 22 opisane wcześniej 
izolaty króliczych lagowirusów z Wysp Brytyjskich, 
47 szczepów RHDV z innych części świata i włoski 
szczep RCV. Wyniki tej analizy (15) wykazały obec-
ność dwóch przestrzennie i genetycznie odmiennych 
grup szczepów RHDV i podobnych do RHDV, które 
nazwano, odpowiednio, Pit-EP oraz Pit-WD. Izolaty 
Pit-EP otrzymano w maju i czerwcu, czyli w okresie 
roku, kiedy w Wielkiej Brytanii panowała epidemia 
pomoru królików i utworzyły one wspólną grupę wraz 
ze szczepami RHDV z Irlandii, Walii, Anglii i Szkocji, 
z których wiele wiązano z epidemiami pomoru króli-
ków notowanymi na tym terenie we wcześniejszych 
latach. W grupie skupiającej szczepy Pit-EP znalazły 
się ponadto pozostałe, użyte do analizy szczepy RHDV 
z różnych kontynentów. Natomiast szczepy typu Pit- 
-WD otrzymane w okresie od marca do sierpnia różniły 
się zarówno od szczepów epidemicznych RHDV, jak 
i od innych króliczych lagowirusów, tj. RCV, Lambay 
Island, Ashington. Warto także wspomnieć o nietypo-
wych zależnościach filogenetycznych zachodzących 
wśród szczepów RHDV na terenie Nowej Zelandii, 
która nie tylko należy do regionów odosobnionych 
geograficznie, ale także jest miejscem, gdzie w sposób 
sztuczny wprowadzono szczep V-351 wirusa RHD 
(14). Sytuacja filogenetyczna na tym obszarze jest 
podobna jak na Półwyspie Iberyjskim przed opisaniem 
tam nowych szczepów RHDVa (2) oraz RHDV2 (19), 
jako że szczepy z Nowej Zelandii utworzyły dwa klady 
o niewielkim zróżnicowaniu pomiędzy sobą w obrębie 

grupy skupiającej wprowadzony na ten teren szczep 
V-351. Niezwykły wydaje się fakt, iż 38 sekwencji 
otrzymanych od królików z Nowej Zelandii i wyko-
rzystanych do tej analizy wyizolowano od klinicznie 
zdrowych królików. W obliczu tych informacji inte-
resujące są również obserwacje dotyczące zależności 
filogenetycznych wśród australijskich niepatogennych 
lagowirusów króliczych, określanych jako RCV-A1 
(28, 44). Badania mające na celu poszukiwanie kró-
liczych lagowirusów u klinicznie zdrowych królików 
żyjących w Australii dowiodły, że na tym kontynencie, 
inaczej niż miało to miejsce na terenie Nowej Zelandii, 
u zdrowych królików występuje niepatogenny króliczy 
lagowirus – RCV-A1, wyraźnie odrębny od znanych 
szczepów RHDV, ale także od szczepów określanych 
jako RCV-like (44). Dogłębna analiza filogenetyczna 
szczepów RCV-A1 wykazała ich przynależność do 
6 kladów, których ułożenie w drzewie filogenetycz-
nym wydaje się zależeć zarówno od czasu otrzymania 
szczepów, jak i od miejsca ich otrzymania (28).

Filogeneza RHDV na podstawie wnioskowania 
bayesowskiego

Przybliżając dane z zakresu zależności filogenetycz-
nych wśród szczepów RHDV należy również podać 
wyniki uzyskane z zastosowaniem najnowszych tech-
nik bioinformatycznych, to jest analiz bayesowskich, 
które, jak wspomniano wcześniej, charakteryzują się 
wysokim stopniem prawdopodobieństwa (4, 23, 29, 
30). Pierwsze badania tego typu przeprowadzili Kerr 
i wsp. (29) w oparciu o krótką sekwencję kodującą 
fragment białka VP60, gdzie analizie pierwotnie pod-
dano 217 szczepów RHDV pochodzących z  całego 
świata, izolowanych zarówno od królików padłych 
w wyniku zakażenia RHDV, jak i od klinicznie zdro-
wych osobników. Uzyskane wyniki wydają się pod-
stawą do podważenia części wyników badań Mossa 
i wsp. (35), dotyczących izolacji RNA wirusa RHD 
z  archiwalnego materiału biologicznego, pobranego 
od królików w okresie od 3 do 29 lat przed pierwszą 
zarejestrowaną epidemią pomoru królików. Kerr i wsp. 
(29) zasugerowali, iż sekwencje te są prawdopodobnie 
zanieczyszczeniem próbek współczesnymi szczepa-
mi RHDV, za czym przemawia grupowanie się tych 
sekwencji na drzewach filogenetycznych w  obrębie 
grup tworzonych przez współczesne szczepy tego 
wirusa. W  związku z  tym faktem właściwą analizę 
filogenetyczną przeprowadzono w oparciu o sekwencje 
210 szczepów, z wyłączeniem szczepów uzyskanych 
przed 1984  r. (29). Wyniki tej analizy wskazują, iż 
badane szczepy RHDV układają się na drzewie filo-
genetycznym w 4 grupy, a przynależność szczepów 
do określonych grup warunkowana jest w większym 
stopniu miejscem aniżeli czasem ich otrzymania (29). 
Badacze ci (29) podkreślają jednak, iż dane uzyskane 
w tej analizie należy traktować z ostrożnością, jako że 
podstawę do wnioskowania o przynależności szczepów 
do grupy stanowiły bardzo krótkie sekwencje nukleo- 
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tydowe. Występowanie wśród szczepów RHDV 4 kla-
dów monofiletycznych potwierdzili Kinnear i Linde 
(30), analizując pełną sekwencję kodującą białko kap-
sydu dla 31 szczepów tego wirusa, nie podając jednak, 
czy grupowanie się badanych szczepów jest związane 
z czasem, czy z miejscem ich otrzymania. Kolejne ba-
dania nad grupowaniem się 151 szczepów RHDV, ze 
szczególnym uwzględnieniem szczepów z Półwyspu 
Iberyjskiego przeprowadzili Alda i wsp. (4), wykorzy-
stując jako marker sekwencje kodujące koniec karbo- 
ksylowy białka kapsydu VP60 o długości blisko 600 
nukleotydów. Stwierdzono, że badane szczepy RHDV 
tworzą 3 linie, a grupowanie ich wykazuje w większym 
stopniu zależność czasową aniżeli przestrzenną (4). 
Ciekawej obserwacji dokonali także Hicks i  Duffy 
(23), którzy analizowali grupowanie się szczepów 
RHDV w drzewach filogenetycznych w oparciu o dwa 
markery, to jest sekwencję kodującą białko kapsydu 
VP60 65 szczepów oraz sekwencję kodującą RNA- 
-zależną polimerazę RNA (RdRp) 44 szczepów RHDV. 
Oprócz stwierdzenia dla obydwu badanych marke-
rów grupowania się szczepów wirusa RHD w 4 linie, 
stworzone w oparciu o strukturę czasową, wykazano 
także, iż jeden ze szczepów chińskich opublikowany 
w Banku Genów jako pochodzący z 1985  r., został 
najprawdopodobniej zanieczyszczony szczepem dużo 
młodszym (23).

Podsumowanie
W ciągu blisko 30 lat od opisania obecności wirusa 

RHD w środowisku, na podstawie licznych analiz filo-
genetycznych sekwencji genomu tego patogenu, udało 
się uzyskać wiele informacji na temat jego ewolucji. 
Wyniki tych badań filogenetycznych stanowią meryto-
ryczną podstawę do postawienia hipotez na temat po-
chodzenia wirusa RHD, a także przewidywania przy-
szłych zjawisk epidemiologicznych z nim związanych. 
Niemniej jednak wiele pytań z tego zakresu pozostaje 
nadal bez odpowiedzi. Na chwilę obecną wydaje się, że 
wirus RHD wyewoluował z niepatogennego przodka, 
z którego wywodzą się także występujące współcze-
śnie niepatogenne lagowirusy królicze, tj. szczepy 
RCV-like i RCV-A1. Podstawową zaś kwestią, która 
pozostała do rozstrzygnięcia, jest fenomen pojawienia 
się patogennej formy wirusa RHD, zarówno w ujęciu 
czasowym, jak i w aspekcie mechanizmu powstania, 
choć pewne nowe światło na rozstrzygnięcie tej kwe-
stii rzuca niedawne opisanie patogennych szczepów 
króliczych lagowirusów, określanych jako RHDV2, 
które są bliższe genetycznie niepatogennym szczepom 
RCV-like aniżeli patogennym szczepom RHDV. Fakt 
ten wyraźnie wskazuje, że po wielu latach stabilnej sy-
tuacji ewolucja króliczych lagowirusów z nieznanych 
przyczyn zmieniła dynamikę. Wydarzenia związane 
z  pojawieniem się szczepów RHDV2 oraz zakażeń 
tymi szczepami u jednego z gatunków zająca wyraź-
nie wskazują na potrzebę ponownego rozważenia, 
czy patogenny wirus RHD mógł powstać w wyniku 

„przeskoczenia” na królika nie poznanego dotychczas 
wirusa od innego gatunku zwierząt, który to scenariusz 
jest brany pod uwagę w przypadku tych szczepów (19, 
41). Wydaje się, że duże nadzieje na rozwiązanie tej 
zagadki można wiązać również z dalszymi badaniami 
nad poszukiwaniem i analizą filogenetyczną sekwen-
cji genomów nowych lagowirusów izolowanych od 
klinicznie zdrowych królików oraz innych zwierząt, 
zasiedlających te same nisze ekologiczne, co króliki 
wolno żyjące. Równie wartościowe dla bliższego po-
znania biologii wirusa RHD wydaje się wyjaśnienie 
kwestii znacznych różnic w występowaniu króliczych 
lagowirusów w  poszczególnych obszarach globu. 
Stąd wydaje się, że śledzenie sytuacji filogenetycznej 
króliczych lagowirusów jest uzasadnione nie tylko 
z powodu zagrożeń, jakie powodują one dla hodowli 
królików, ale także dlatego, że wirusy te mogą być 
cennym modelem dla poznawania nowych faktów 
z zakresu ewolucji wirusów RNA, wśród których wy-
stępuje wiele patogenów bardzo groźnych dla ssaków, 
w tym człowieka.
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