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osowka pséw (febris catarrhalis in-

fectiosa canum) jest wysoce zaraz-
liwa, ogdlnoustrojowa, goraczkowa cho-
roba wirusowa, przebiegajaca z objawami
niezytu blon $luzowych przewodu pokar-
mowego i ukladu oddechowego, ktérym
towarzysza komplikacje neurologiczne
i wtorne zakazenia uktadu oddechowego
(1). Czynnikiem etiologicznym choroby
jest wirus noséwki (canine distemper vi-
rus — CDV), nalezacy do rodzaju Morbil-
livirus znajdujacego si¢ w obrebie rodzi-
ny Paramyxoviridae. Wykazuje on szero-
kie spektrum zakazne dla wielu gatunkéw
zwierzat migsozernych i moze przyczy-
niac¢ sie do znacznej depopulacji niekté-
rych z nich (2). Material genetyczny CDV
stanowi pojedyncza ni¢ RNA o wielkosci
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okoto 15,616 nukleotydéw. W obrebie ge-
nomu zlokalizowanych jest sze$¢ genéw
kodujacych: bialko ostonki (M), dwie gli-
koproteiny (hemaglutynina-H oraz biatko
fuzyjne F), dwa bialka biorace udzial w re-
plikacji (fosfoproteina P i bialko L) oraz
biatko nukleokapsydu-N (3). Poréwnu-
jac sekwencje poszczegélnych genéw ko-
dujacych bialka CDV, wykazano, ze naj-
cze$ciej réznice pomiedzy referencyjny-
mi szczepami i izolatami wirusa noséwki
wykazywane sa w obrebie genéw hema-
glutyniny, biatka fuzyjnego F oraz nukle-
oproteiny. Przypuszcza sig, Ze mutacje po-
wstajace w obrebie tych genéw moga by¢
przyczyna zmian w zjadliwosci wirusa
prowadzacych do wystepowania noséw-
ki, zwlaszcza u pséw, mimo powszechnie

prowadzonego programu szczepien profi-
laktycznych tych zwierzat na $§wiecie (4).

Nukleoproteina jest biatkiem struk-
turalnym wirusa, ktére decyduje o jego
trwalos$ci. Reguluje ona i wplywa na tem-
po proceséw transkrypcji i replikacji (5)
oraz odgrywa wazna role w powstawaniu
przewleklych zakazen osrodkowego ukla-
du nerwowego. Zbudowana jest z dwéch
domen: wiekszej — wysoce konserwatyw-
nej N—terminalnej oraz zmiennej, C—ter-
minalnej (6). Poniewaz bialko to usytuowa-
ne jest wewnatrz wirusa, tym samym jest
ono w malym stopniu narazone na dzia-
fanie zewnetrznych czynnikéw mutagen-
nych i jako wzglednie konserwatywne wy-
korzystywane jest najczesciej jako marker
diagnostyczny zakazen wirusem noséwki
u zwierzat (7).

Hemaglutynina jest powierzchowna
glikoproteing wirusa noséwki o dlugosci
8-12 nm i masie czasteczkowej 76 kDa.
Odpowiada ona za przytaczenie sie wiru-
sa do odpowiedniego receptora znajdujg-
cego sie na powierzchni komoérki, a takze
bierze udzial w aglutynacji erytrocytéw
ssakdéw, nie posiada natomiast wlasciwosci
neuraminidazowych, jak u wiruséw z ro-
dzaju Parainfluenza. Indukuje natomiast
powstawanie w organizmie zakazonych
zwierzat przeciwcial anty CDV. Z racji swej
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The purpose of this paper was to present results of
the study performed on canine distempers virus (CDV)
isolates from cases of nervous form of disease, recog-
nized in vaccinated dogs. The animals were present-
ed to our dinic with neurological signs and attempts
have been made to isolate CDV genetic material ei-
ther from blood or from the brain during autopsy.
We have focused on the analysis of nucleoprotein
and hemagglutinin genes. Sequencing analysis has
revealed essential homology between the own iso-
lates of CDV, whereas considerably low similarity has
been found between studied strains and CDV from
gene bank. This may indicate that new variants of
CDV have emerged and are responsible for the nerv-
ous distemper. It reveals therefore, that vaccines on
the market do not cross-protect dogs against these
new variants of CDV. Effective control of distemper
in carnivores requires constant monitoring of the vi-
rus on the molecular level. Newly identified variants
of CDV should be considered as candidates for up-
dating the composition of vaccines.
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lokalizacji biatko to narazone jest w wigk-
szym stopniu na dziatanie czynnikéw mu-
tagennych niz nukleoproteina, co z kolei
wplywa na jego duzg zmienno$¢, u pod-
stawy ktorej leza zmiany w sekwencji nu-
kleotydowej genu kodujacego H (8).

Oba geny wykorzystywane sa w bada-
niach nad zmiennosciag CDV. Zmiany w ich
sekwencjach nukleotydowych lub zmiany
w sekwencjach aminokwasowych, powsta-
tych na ich matrycy bialek, umozliwiaja
wykazanie nowych szczepéw wirusa, kt6-
re moga réznic si¢ od dotychczas stwier-
dzanych szczepéw szczepionkowych, jak
i terenowych CDV.

Obserwacje wtasne

W 2011 r. w Klinice Choréb Zakaznych
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej UP
w Lublinie stwierdzono pie¢ przypadkéw
nerwowej postaci noséwki u mlodych pséw
w wieku 5 do 9 miesiecy. Wszystkie zwie-
rzeta poddawane byly pelnemu cyklo-
wi szczepien przeciwko tej chorobie w 6,
9 i 12 tygodniu zycia. Przed pierwszym
szczepieniem wszystkie psy zostaly prze-
badane w kierunku noséwki (RT-PCR);
wynik byl ujemny. W trzech przypadkach

choroba rozwineta sie po okoto 2 mie-
siagcach po przeprowadzeniu ostatniego
szczepienia, w jednym po 3, a takze w jed-
nym przypadku po uplywie 6 miesiecy od
ostatniej wakcynacji. W dwoéch przypad-
kach objawy nerwowe poprzedzone byly
fagodnym niezytem gérnych drég odde-
chowych. W pozostatych trzech objawy
nerwowe byly jedynymi obserwowanymi
nieprawidlowo$ciami. Obejmowaly one:
trudnosci w poruszaniu sie, porazenie kon-
czyn miednicznych, sztywno$¢ karku, nie-
réwnomierne rozszerzenie Zrenic, $lepo-
te, napady padaczkowe, wokalizacje oraz
przeczulice skéry. W wywiadzie ustalo-
no, ze zaden z pséw nie zostal pokasany
(co bylo podstawa do wykluczenia wécie-
klizny), nie miat kontaktu z chemikaliami
oraz substancjami trujacymi, nie ulegl tez
wypadkowi. Badaniem PCR wykluczono
takie jednostki chorobowe, jak erlichioza,
anaplazmoza, borelioza i toksoplazmo-
za, potwierdzono natomiast obecno$¢ we
krwi chorych osobnikéw materiatu ge-
netycznego CDV. W trzech przypadkach
wlasciciele zdecydowali sie na eutanazje
zwierzat; pozostale dwa psy sa pod sta-
ta opieka lekarsko-weterynaryjna, otrzy-
muja leki przeciwdrgawkowe, pozwalaja-
ce na w miare prawidlowe funkcjonowa-
nie tych zwierzat.

Od pséw poddanych eutanazji pobra-
no wycinki mézgu do badan molekular-
nych, ktére potwierdzity obecnos$¢ w tym
materiale RNA CDV. Uzyskane w bada-
niach PCR fragmenty genéw Hi NP CDV
z moézgu i krwi poddano sekwencjono-
waniu, a uzyskane sekwencje poréwna-
no z odpowiadajacymi im sekwencjami
$wiatowych izolatéw wirusa noséwki do-
stepnymi w banku genéw. Sekwencje wla-
sne genu nukleoproteiny poréwnywano
z sekwencjami NP CDV umieszczonymi
pod numerami: AF 164967 ze Szwajcarii,
AJ 009656 z Niemiec, AY 443350 ze Sta-
néw Zjednoczonych, DQ 435615 z Taj-
wanu oraz EF 375619 z Chin oraz z se-
kwencjami uzyskanymi z izolatéw wiru-
sa noséwki wykrytego we wcze$niejszych
badaniach wlasnych u liséw, norek i pséw
(9), natomiast sekwencje genu hemaglu-
tyniny poréwnywano z sekwencjami frag-
mentu genu H uzyskanego ze szczepio-
nek zawierajacych szczep Onderstepoort
(Vanguard i Canivac) oraz z sekwencja-
mi izolatéw CDV umieszczonych w ban-
ku genéw pochodzacych z terenéw Danii
747761, Niemiec 277673, 277671, Tur-
cji AY093674, Wloch DQ228166, Japo-
nii AB040766, Tajwanu AY378091, USA
AY466011 i Grenlandii Z47760 oraz z se-
kwencjami uzyskanymi z izolatéw wiru-
sa nosowki wykrytego we wczesniejszych
badaniach wlasnych u liséw i pséw (10).

Analiza sekwencji genu nukleoprote-
iny, jak i hemaglutyniny badanych izolatéw

CDV pozwolita na stwierdzenie ich 100%
homologii z wykazanymi we wczeéniej-
szych badaniach sekwencjami H i NP od-
mian polimorficznych nr 1 CDV izolowa-
nego na terenie Polski (9,10).

Poréwnanie uzyskanych w badaniach
wlasnych sekwencji fragmentu genu NP
z sekwencjami izolatéw ze Szwajcarii,
z Niemiec, ze Stanéw Zjednoczonych,
z Tajwanu oraz Chin, wykazalo podobien-
stwo pomiedzy badanymi izolatami na
poziomie 96,6—97,6%. Podstawienia nu-
kleotydéw w okreslonych pozycjach genu
NP poréwnywanych izolatéw przedsta-
wiono w tabeli 1.

Stwierdzono bliskie pokrewiernstwo se-
kwencji NP izolatéw wlasnych wirusa z se-
kwencja EF 375619 CDV izolowanego od
psow z terenéw Chin. Obecnie trudno
okresli¢, jaki ma to wplyw na patogene-
ze choroby i zjadliwo$¢ wirusa, niemniej
jednak dane te moga by¢ istotne z punktu
widzenia epidemiologii noséwki i wskazu-
ja na fakt pojawienia sie w populacji pséw
w Polsce nowej odmiany wirusa, blisko spo-
krewnionej z linia azjatycka CDV.

W celu okreslenia stopnia podobieri-
stwa molekularnego genu H CDV izolatéw
wlasnych z sekwencjami izolatéw $wiato-
wych poréwnywano komputerowo sekwen-
cje omawianego genu, uzyskane w bada-
niach wlasnych, z sekwencjami fragmentu
genu H uzyskanymi z banku genéw. Wy-
niki tej analizy pozwalaja stwierdzi¢ nie-
wielkie podobienstwo genu hemaglutyni-
ny rodzimych szczepéw wirusa noséwki
ze szczepami $wiatowymi i szczepionko-
wymi CDV, co przedstawiono w tabeli 2.

Omowienie

Zmiany w sekwencji nukleotydowej ge-
néw H i NP u przedstawicieli rodzimych
szczepow CDV moga wskazywac na poja-
wienie si¢ nowych odmian wirusa noséwki
na terenie Polski. Opisany dryft genetyczny
moze prowadzi¢ w konsekwencji do zmian
cech wirusa CDV i wplywac¢ na epidemio-
logie zakazen przez niego wywolywanych.

Simon-Martinez i wsp. (4) dokonali ana-
lizy molekularnej genu NP wiruséw CDV
wyizolowanych od dwdch chorych pséw
w Meksyku. Zwierzeta, mimo ze byly pod-
dawane szczepieniu przeciwko noséwce,
ulegly zakazeniu CDV. Rozpoznanie za-
kazenia potwierdzano za pomocg techni-
ki RT-PCR. Amplifikacja fragmentu genu
nukleoproteiny wirusa noséwki i nastep-
nie jego sekwencjonowanie pozwolity wy-
kaza¢ w obu przypadkach zakazenie tym
samym szczepem CDV (100% homologia
sekwengcji), ktéry znacznie réznil sie se-
kwencja nukleotydowa od szczepu szcze-
pionkowego i szczepéw CDV dotychczas
izolowanych na terenie Meksyku. Wyka-
zywal on natomiast wysokie podobienistwo
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Tabela 1. R6znice w sekwencji nukleotydowej
genu nukleoproteiny wykazane pomigdzy izolatami
Swiatowymi CDV a izolatami wirusa uzyskanymi

w badaniach wtasnych

Nazwa szczepu Podstawienie Pozycja

AF 164967 Szwajcaria G—A 57
T—C 78

CoT 132

G—A 143

CoT 159

G—A 237

T—C 261

CoT 288

AJ 009656 Niemcy G—A 57
T—C 78

G—A 84

C—T 132

G—A 143

CoT 159

C—T 168

G—A 237

CoT 252

T—C 261

AY 443350 USA G—A 57
T-C 78

C—T 132

G—A 143

CoT 159

G—A 237

T—-C 261

CoT 288

DQ 435615 Tajwan G—A 57
T—C 78

CoT 132

C—T 159

CoT 188

Delecja G 263

C—G 264

EF 375619 Chiny G—A 8
A—G 9

CoT 21

A—G 172

GoT 230

G—A 243

A—G 275

Izolaty wtasne CDV - -

ze szczepami izolowanymi na terenach Sta-
néw Zjednoczonych i Niemiec. Cato$¢ ob-
serwacji, podobnie jak w badaniach wta-
snych, wskazuje na fakt pojawienia sie no-
wej linii wirusa CDV na terenie Meksyku.

Podobnie, opierajac sie jedynie o se-
kwencje genu nukleoproteiny CDV, Yoshi-
da i wsp. (12) wykazali nowa terenowa od-
miane wirusa noséwki na obszarze Japonii,
ktéra w stosunku do szczepu laboratoryj-
nego Onderstepoort wykazywala podo-
bienstwo rzedu zaledwie 93,2%.

Z kolei polimorfizm genu hemaglutyni-
ny badali Haas i wsp. (8, 12). Autorzy prze-
prowadzali do$wiadczenia na 3 szczepach
wirusa wyizolowanych od pséw z okolic
Berlina i Hamburga. Poslugujac si¢ meto-
da RT — PCR, wyizolowali oni caly gen H,
ktory analizowano i poréwnywano z genem
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Tabela 2. R6znice w sekwencji nukleotydowej genu hemaglutyniny wykazane pomiedzy izolatami Swiatowymi
CDV a izolatami wirusa uzyskanymi w badaniach wtasnych

Nazwa szczepu Podstawienie Pozycja
Szczep szczepionkowy C—T 107
(Vanguard) T-A 135
Szczep szczepionkowy T—-C 35
(Canivac) T—C 53

G—A 86

A>T 89

delecja C 107

insercja T 109

CoT 115

C—oT 133

T—C 134

insercja A 136

G—C 177

Z47761 Dania A—C 47
C—A 147

G—A 150

Z77673 Niemcy G—A 98
C—A 147

G—A 150

Z 77671 Niemcy T—C 69
G—A 98

T—C 139

C—A 147

G—A 150

AY 093674 Turcja G—C 84
A—>G 85

G—A 86

A—G 88

G—C 90

C—A 147

G—C 150

DQ 228166 Wtochy G—A 38
T—C 53

CoT 95

G—A 98

Nazwa szczepu Podstawienie Pozycja
DQ 228166 Wtochy AT 109
cd. A—G 129

T—A 134
C—A 147
C—oT 182
T—C 194
AB 040766 Japonia A—G 47
G—A 86
T—C 110
T—>A 134
A—G 165
A>T 170
C—A 174
A—G 181
A—>G 185
A—>G 188
AY 378091Tajwan C—A 95
T—A 134
G—A 138
AY 466011 USA A—G 14
T—C 53
T—C 67
T—C 72
A>T 89
C—T 114
T—A 134
CoT 135
G—T 159
G—A 171
C—A 183
247760 Grenlandia CoT 17
A—C 47
CoT 58
A—G 80
T—A 134

Izolaty wtasne CDV - -

H szczepu Synder Hill. Translacja uzyska-
nej sekwencji nukleotydowej na bialko po-
zwolila uzyska¢ 607-aminokwasowa se-
kwencje. Jej poréwnanie z analogicznymi
sekwencjami zawartymi w GenBank poka-
zalo, ze o ile sekwencje izolatéw wiasnych,
uzyskanych od pséw niemieckich, wykazy-
waly wysoki stopieft wzajemnej homolo-
gii (>99%), o tyle ich zgodnos¢ z sekwen-
cjami szczepéw szczepionkowych wyno-
sita zaledwie 90-91%. Autorzy ci wykazali
ponadto 4 dodatkowe miejsca glikozyla-
cji w sekwencjach izolatéw niemieckich
w poréwnaniu ze szczepem Onderstepo-
ortil w poréwnaniu ze szczepem Canvac.
Zestawienie badanych sekwencji umozli-
wilo stworzenie drzewa filogenetycznego.
Analiza drzewa pozwolila na wyrazne roz-
graniczenie $wiatowych linii wirusa (euro-
pejska, amerykanska oraz arktyczna) od
szczepOw szczepionkowych.

Badania polimorfizmu genu H CDV
w populacji pséw we Wloszech wykazaly
wysokiego stopnia homologie (99%) po-
miedzy terenowymi izolatami wirusa a in-
nymi izolatami europejskimi (13). Jednak

wsréd przebadanych szczepéw CDV wy-
kazano takze izolaty nalezace do linii ark-
tycznej, a ponadto stwierdzono, Ze w nie-
ktérych przypadkach noséwka wywotana
jest przez szczepy wirusa uznane za nie-
wystepujace juz w przyrodzie, takie jak
np. szczepy szczepionkowe Onderstepo-
ort, co moze wskazywac na ich ponowne
uzjadliwienie sie.

Z kolei Demeter i wsp. (14) wyréznili
na Wegrzech dwie linie wirusa: arktyczna
i europejska. Kryterium zaszeregowania
wiruséw do kazdej z tych linii byty rézni-
ce struktury genu hemaglutyniny. Coraz
czestsze wystepowanie réznych genoty-
péw wirusa na tak malym terytorium ttu-
maczone jest niekontrolowanymi ruchami
dzikich zwierzat, brakiem barier geogra-
ficznych, a takze importem pséw z réz-
nych regionéw $wiata.

Calderon i wsp. (15) prowadzili badania
nad polimorfizmem genu H CDV na tere-
nie Argentyny. Przeprowadzona przez nich
analiza wykazala istnienie w Argentynie
oddzielnej linii wirusa noséwki, réznigcej
sie od obecnie znanych, a takze istnienie
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w jej obrebie 2 genotypéw wedlug twier-
dzenia Mochizuki i wsp. (16), ze jesli po-
dobienstwo sekwencji aminokwaséw jest
mniejsze niz 95%, to mamy do czynienia
z oddzielnym genotypem.

Reasumujac, nalezy stwierdzié, ze
wszystkie przeprowadzone do tej pory
badania nadal nie daly jasnej odpowiedzi,
czy wystepowanie noséwki u pséw wcze-
$niej zaszczepionych spowodowane jest
zmianami zachodzacymi w genach NP i H,
czy moze innym czynnikiem. Niewatpliwie,
pojawiajace sie nowe szczepy wiruséw no-
sowki charakteryzuja si¢ nieco odmienna
budowa antygenowa od szczepdéw szcze-
pionkowych. Brak aktualizacji sktadu im-
munopreparatéw w nowe warianty wiru-
sa nie pozostaje bez wplywu na ich sku-
teczno$¢. Kontrola wystepowania noséwki
u zwierzat miesozernych wymaga statego
monitoringu molekularnego CDV, ktéry
pozwala wykrywac¢ i identyfikowa¢ nowe
terenowe odmiany patogena i aktualizo-
wac sklad szczepionek.
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