
diagnostycznej Enterococcus cecorum, co 
ma istotne znaczenie praktyczne.
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Nosówka psów (febris catarrhalis in-
fectiosa canum) jest wysoce zaraź-

liwą, ogólnoustrojową, gorączkową cho-
robą wirusową, przebiegającą z objawami 
nieżytu błon śluzowych przewodu pokar-
mowego i układu oddechowego, którym 
towarzyszą komplikacje neurologiczne 
i wtórne zakażenia układu oddechowego 
(1). Czynnikiem etiologicznym choroby 
jest wirus nosówki (canine distemper vi-
rus – CDV), należący do rodzaju Morbil-
livirus znajdującego się w obrębie rodzi-
ny Paramyxoviridae. Wykazuje on szero-
kie spektrum zakaźne dla wielu gatunków 
zwierząt mięsożernych i może przyczy-
niać się do znacznej depopulacji niektó-
rych z nich (2). Materiał genetyczny CDV 
stanowi pojedyncza nić RNA o wielkości 

około 15,616 nukleotydów. W obrębie ge-
nomu zlokalizowanych jest sześć genów 
kodujących: białko osłonki (M), dwie gli-
koproteiny (hemaglutynina-H oraz białko 
fuzyjne F), dwa białka biorące udział w re-
plikacji (fosfoproteina P i białko L) oraz 
białko nukleokapsydu-N (3). Porównu-
jąc sekwencje poszczególnych genów ko-
dujących białka CDV, wykazano, że naj-
częściej różnice pomiędzy referencyjny-
mi szczepami i izolatami wirusa nosówki 
wykazywane są w obrębie genów hema-
glutyniny, białka fuzyjnego F oraz nukle-
oproteiny. Przypuszcza się, że mutacje po-
wstające w obrębie tych genów mogą być 
przyczyną zmian w  zjadliwości wirusa 
prowadzących do występowania nosów-
ki, zwłaszcza u psów, mimo powszechnie 

prowadzonego programu szczepień profi-
laktycznych tych zwierząt na świecie (4).

Nukleoproteina jest białkiem struk-
turalnym wirusa, które decyduje o  jego 
trwałości. Reguluje ona i wpływa na tem-
po procesów transkrypcji i  replikacji (5) 
oraz odgrywa ważną rolę w powstawaniu 
przewlekłych zakażeń ośrodkowego ukła-
du nerwowego. Zbudowana jest z dwóch 
domen: większej – wysoce konserwatyw-
nej N–terminalnej oraz zmiennej, C–ter-
minalnej (6). Ponieważ białko to usytuowa-
ne jest wewnątrz wirusa, tym samym jest 
ono w małym stopniu narażone na dzia-
łanie zewnętrznych czynników mutagen-
nych i jako względnie konserwatywne wy-
korzystywane jest najczęściej jako marker 
diagnostyczny zakażeń wirusem nosówki 
u zwierząt (7).

Hemaglutynina jest powierzchowną 
glikoproteiną wirusa nosówki o długości 
8–12 nm i masie cząsteczkowej 76 kDa. 
Odpowiada ona za przyłączenie się wiru-
sa do odpowiedniego receptora znajdują-
cego się na powierzchni komórki, a także 
bierze udział w aglutynacji erytrocytów 
ssaków, nie posiada natomiast właściwości 
neuraminidazowych, jak u wirusów z ro-
dzaju Parainfluenza. Indukuje natomiast 
powstawanie w organizmie zakażonych 
zwierząt przeciwciał anty CDV. Z racji swej 

Przypadki nerwowej postaci nosówki 
u szczepionych psów – czy można mówić 
o nowym wariancie wirusa?
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lokalizacji białko to narażone jest w więk-
szym stopniu na działanie czynników mu-
tagennych niż nukleoproteina, co z kolei 
wpływa na jego dużą zmienność, u pod-
stawy której leżą zmiany w sekwencji nu-
kleotydowej genu kodującego H (8).

Oba geny wykorzystywane są w bada-
niach nad zmiennością CDV. Zmiany w ich 
sekwencjach nukleotydowych lub zmiany 
w sekwencjach aminokwasowych, powsta-
łych na ich matrycy białek, umożliwiają 
wykazanie nowych szczepów wirusa, któ-
re mogą różnić się od dotychczas stwier-
dzanych szczepów szczepionkowych, jak 
i terenowych CDV.

Obserwacje własne

W 2011 r. w Klinice Chorób Zakaźnych 
Wydziału Medycyny Weterynaryjnej UP 
w Lublinie stwierdzono pięć przypadków 
nerwowej postaci nosówki u młodych psów 
w wieku 5 do 9 miesięcy. Wszystkie zwie-
rzęta poddawane były pełnemu cyklo-
wi szczepień przeciwko tej chorobie w 6, 
9  i 12  tygodniu życia. Przed pierwszym 
szczepieniem wszystkie psy zostały prze-
badane w kierunku nosówki ( RT-PCR); 
wynik był ujemny. W trzech przypadkach 

choroba rozwinęła się po około 2 mie-
siącach po przeprowadzeniu ostatniego 
szczepienia, w jednym po 3, a także w jed-
nym przypadku po upływie 6 miesięcy od 
ostatniej wakcynacji. W dwóch przypad-
kach objawy nerwowe poprzedzone były 
łagodnym nieżytem górnych dróg odde-
chowych. W pozostałych trzech objawy 
nerwowe były jedynymi obserwowanymi 
nieprawidłowościami. Obejmowały one: 
trudności w poruszaniu się, porażenie koń-
czyn miednicznych, sztywność karku, nie-
równomierne rozszerzenie źrenic, ślepo-
tę, napady padaczkowe, wokalizację oraz 
przeczulicę skóry. W wywiadzie ustalo-
no, że żaden z psów nie został pokąsany 
(co było podstawą do wykluczenia wście-
klizny), nie miał kontaktu z chemikaliami 
oraz substancjami trującymi, nie uległ też 
wypadkowi. Badaniem PCR wykluczono 
takie jednostki chorobowe, jak erlichioza, 
anaplazmoza, borelioza i  toksoplazmo-
za, potwierdzono natomiast obecność we 
krwi chorych osobników materiału ge-
netycznego CDV. W trzech przypadkach 
właściciele zdecydowali się na eutanazję 
zwierząt; pozostałe dwa psy są pod sta-
łą opieką lekarsko-weterynaryjną, otrzy-
mują leki przeciwdrgawkowe, pozwalają-
ce na w miarę prawidłowe funkcjonowa-
nie tych zwierząt.

Od psów poddanych eutanazji pobra-
no wycinki mózgu do badań molekular-
nych, które potwierdziły obecność w tym 
materiale RNA CDV. Uzyskane w bada-
niach PCR fragmenty genów H i NP CDV 
z mózgu i krwi poddano sekwencjono-
waniu, a uzyskane sekwencje porówna-
no z odpowiadającymi im sekwencjami 
światowych izolatów wirusa nosówki do-
stępnymi w banku genów. Sekwencje wła-
sne genu nukleoproteiny porównywano 
z sekwencjami NP CDV umieszczonymi 
pod numerami: AF 164967 ze Szwajcarii, 
AJ 009656 z Niemiec, AY 443350 ze Sta-
nów Zjednoczonych, DQ 435615 z Taj-
wanu oraz EF 375619 z Chin oraz z  se-
kwencjami uzyskanymi z  izolatów wiru-
sa nosówki wykrytego we wcześniejszych 
badaniach własnych u lisów, norek i psów 
(9), natomiast sekwencje genu hemaglu-
tyniny porównywano z sekwencjami frag-
mentu genu H uzyskanego ze szczepio-
nek zawierających szczep Onderstepoort 
(Vanguard i Canivac) oraz z  sekwencja-
mi izolatów CDV umieszczonych w ban-
ku genów pochodzących z terenów Danii 
Z47761, Niemiec Z77673, Z77671, Tur-
cji AY093674, Włoch DQ228166, Japo-
nii AB040766, Tajwanu AY378091, USA 
AY466011 i Grenlandii Z47760 oraz z se-
kwencjami uzyskanymi z  izolatów wiru-
sa nosówki wykrytego we wcześniejszych 
badaniach własnych u lisów i psów (10).

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

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

Porównanie uzyskanych w badaniach 
własnych sekwencji fragmentu genu NP 
z  sekwencjami izolatów ze Szwajcarii, 
z  Niemiec, ze Stanów Zjednoczonych, 
z Tajwanu oraz Chin, wykazało podobień-
stwo pomiędzy badanymi izolatami na 
poziomie 96,6–97,6%. Podstawienia nu-
kleotydów w określonych pozycjach genu 
NP porównywanych izolatów przedsta-
wiono w tabeli 1.

Stwierdzono bliskie pokrewieństwo se-
kwencji NP izolatów własnych wirusa z se-
kwencją EF 375619 CDV izolowanego od 
psów z  terenów Chin. Obecnie trudno 
określić, jaki ma to wpływ na patogene-
zę choroby i zjadliwość wirusa, niemniej 
jednak dane te mogą być istotne z punktu 
widzenia epidemiologii nosówki i wskazu-
ją na fakt pojawienia się w populacji psów 
w Polsce nowej odmiany wirusa, blisko spo-
krewnionej z linią azjatycką CDV.

W celu określenia stopnia podobień-
stwa molekularnego genu H CDV izolatów 
własnych z sekwencjami izolatów świato-
wych porównywano komputerowo sekwen-
cje omawianego genu, uzyskane w bada-
niach własnych, z sekwencjami fragmentu 
genu H uzyskanymi z banku genów. Wy-
niki tej analizy pozwalają stwierdzić nie-
wielkie podobieństwo genu hemaglutyni-
ny rodzimych szczepów wirusa nosówki 
ze szczepami światowymi i szczepionko-
wymi CDV, co przedstawiono w tabeli 2.

Omówienie

Zmiany w sekwencji nukleotydowej ge-
nów H i NP u przedstawicieli rodzimych 
szczepów CDV mogą wskazywać na poja-
wienie się nowych odmian wirusa nosówki 
na terenie Polski. Opisany dryft genetyczny 
może prowadzić w konsekwencji do zmian 
cech wirusa CDV i wpływać na epidemio-
logię zakażeń przez niego wywoływanych.

Simon-Martinez i wsp. (4) dokonali ana-
lizy molekularnej genu NP wirusów CDV 
wyizolowanych od dwóch chorych psów 
w Meksyku. Zwierzęta, mimo że były pod-
dawane szczepieniu przeciwko nosówce, 
uległy zakażeniu CDV. Rozpoznanie za-
każenia potwierdzano za pomocą techni-
ki RT-PCR. Amplifikacja fragmentu genu 
nukleoproteiny wirusa nosówki i następ-
nie jego sekwencjonowanie pozwoliły wy-
kazać w obu przypadkach zakażenie tym 
samym szczepem CDV (100% homologia 
sekwencji), który znacznie różnił się se-
kwencją nukleotydową od szczepu szcze-
pionkowego i szczepów CDV dotychczas 
izolowanych na terenie Meksyku. Wyka-
zywał on natomiast wysokie podobieństwo 

Cases of nervous distemper in vaccinated 
dogs – emerging new variant of distemper 
virus?
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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 clinic 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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ze szczepami izolowanymi na terenach Sta-
nów Zjednoczonych i Niemiec. Całość ob-
serwacji, podobnie jak w badaniach wła-
snych, wskazuje na fakt pojawienia się no-
wej linii wirusa CDV na terenie Meksyku.

Podobnie, opierając się jedynie o  se-
kwencję genu nukleoproteiny CDV, Yoshi-
da i wsp. (12) wykazali nową terenową od-
mianę wirusa nosówki na obszarze Japonii, 
która w stosunku do szczepu laboratoryj-
nego Onderstepoort wykazywała podo-
bieństwo rzędu zaledwie 93,2%.

Z kolei polimorfizm genu hemaglutyni-
ny badali Haas i wsp. (8, 12). Autorzy prze-
prowadzali doświadczenia na 3 szczepach 
wirusa wyizolowanych od psów z okolic 
Berlina i Hamburga. Posługując się meto-
dą RT – PCR, wyizolowali oni cały gen H, 
który analizowano i porównywano z genem 

H szczepu Synder Hill. Translacja uzyska-
nej sekwencji nukleotydowej na białko po-
zwoliła uzyskać 607-aminokwasową se-
kwencję. Jej porównanie z analogicznymi 
sekwencjami zawartymi w GenBank poka-
zało, że o ile sekwencje izolatów własnych, 
uzyskanych od psów niemieckich, wykazy-
wały wysoki stopień wzajemnej homolo-
gii (>99%), o tyle ich zgodność z sekwen-
cjami szczepów szczepionkowych wyno-
siła zaledwie 90–91%. Autorzy ci wykazali 
ponadto 4 dodatkowe miejsca glikozyla-
cji w sekwencjach izolatów niemieckich 
w porównaniu ze szczepem Onderstepo-
ort i 1 w porównaniu ze szczepem Canvac. 
Zestawienie badanych sekwencji umożli-
wiło stworzenie drzewa filogenetycznego. 
Analiza drzewa pozwoliła na wyraźne roz-
graniczenie światowych linii wirusa (euro-
pejska, amerykańska oraz arktyczna) od 
szczepów szczepionkowych.

Badania polimorfizmu genu H CDV 
w populacji psów we Włoszech wykazały 
wysokiego stopnia homologię (99%) po-
między terenowymi izolatami wirusa a in-
nymi izolatami europejskimi (13). Jednak 

wśród przebadanych szczepów CDV wy-
kazano także izolaty należące do linii ark-
tycznej, a ponadto stwierdzono, że w nie-
których przypadkach nosówka wywołana 
jest przez szczepy wirusa uznane za nie-
występujące już w przyrodzie, takie jak 
np. szczepy szczepionkowe Onderstepo-
ort, co może wskazywać na ich ponowne 
uzjadliwienie się.

Z kolei Demeter i wsp. (14) wyróżnili 
na Węgrzech dwie linie wirusa: arktyczną 
i europejską. Kryterium zaszeregowania 
wirusów do każdej z tych linii były różni-
ce struktury genu hemaglutyniny. Coraz 
częstsze występowanie różnych genoty-
pów wirusa na tak małym terytorium tłu-
maczone jest niekontrolowanymi ruchami 
dzikich zwierząt, brakiem barier geogra-
ficznych, a  także importem psów z róż-
nych regionów świata.

Calderon i wsp. (15) prowadzili badania 
nad polimorfizmem genu H CDV na tere-
nie Argentyny. Przeprowadzona przez nich 
analiza wykazała istnienie w Argentynie 
oddzielnej linii wirusa nosówki, różniącej 
się od obecnie znanych, a także istnienie 

Nazwa szczepu Podstawienie Pozycja

AF 164967 Szwajcaria G→A
T→C
C→T
G→A
C→T
G→A
T→C
C→T

57
78

132
143
159
237
261
288

AJ 009656 Niemcy G→A
T→C
G→A
C→T
G→A
C→T
C→T
G→A
C→T
T→C

57
78
84

132
143
159
168
237
252
261

AY 443350 USA G→A
T→C
C→T
G→A
C→T
G→A
T→C
C→T

57
78

132
143
159
237
261
288

DQ 435615 Tajwan G→A
T→C
C→T
C→T
C→T

Delecja G
C→G

57
78

132
159
188
263
264

EF 375619 Chiny G→A
A→G
C→T
A→G
G→T
G→A
A→G

8
9

21
172
230
243
275

Izolaty własne CDV – –

Nazwa szczepu Podstawienie Pozycja

Szczep szczepionkowy
(Vanguard) 

C→T
T→A

107
135

Szczep szczepionkowy
(Canivac)

T→C
T→C
G→A
A→T

delecja C
insercja T

C→T
C→T
T→C

insercja A
G→C

35
53
86
89

107
109
115
133
134
136
177

Z 47761 Dania A→C
C→A
G→A

47
147
150

Z 77673 Niemcy G→A
C→A
G→A

98
147
150

Z 77671 Niemcy T→C
G→A
T→C
C→A
G→A

69
98

139
147
150

AY 093674 Turcja G→C
A→G
G→A
A→G
G→C
C→A
G→C

84
85
86
88
90

147
150

DQ 228166 Włochy G→A
T→C
C→T
G→A

38
53
95
98

Nazwa szczepu Podstawienie Pozycja

DQ 228166 Włochy
cd.

A→T
A→G
T→A
C→A
C→T
T→C

109
129
134
147
182
194

AB 040766 Japonia A→G
G→A
T→C
T→A
A→G
A→T
C→A
A→G
A→G
A→G

47
86

110
134
165
170
174
181
185
188

AY 378091Tajwan C→A
T→A
G→A

95
134
138

AY 466011 USA A→G
T→C
T→C
T→C
A→T
C→T
T→A
C→T
G→T
G→A
C→A

14
53
67
72
89

114
134
135
159
171
183

Z 47760 Grenlandia C→T
A→C
C→T
A→G
T→A

17
47
58
80

134

Izolaty własne CDV - -

Tabela 1. Różnice w sekwencji nukleotydowej 
genu nukleoproteiny wykazane pomiędzy izolatami 
światowymi CDV a izolatami wirusa uzyskanymi 
w badaniach własnych

Tabela 2. Różnice w sekwencji nukleotydowej genu hemaglutyniny wykazane pomiędzy izolatami światowymi 
CDV a izolatami wirusa uzyskanymi w badaniach własnych
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w jej obrębie 2 genotypów według twier-
dzenia Mochizuki i wsp. (16), że jeśli po-
dobieństwo sekwencji aminokwasów jest 
mniejsze niż 95%, to mamy do czynienia 
z oddzielnym genotypem.

Reasumując, należy stwierdzić, że 
wszystkie przeprowadzone do tej pory 
badania nadal nie dały jasnej odpowiedzi, 
czy występowanie nosówki u psów wcze-
śniej zaszczepionych spowodowane jest 
zmianami zachodzącymi w genach NP i H, 
czy może innym czynnikiem. Niewątpliwie, 
pojawiające się nowe szczepy wirusów no-
sówki charakteryzują się nieco odmienną 
budową antygenową od szczepów szcze-
pionkowych. Brak aktualizacji składu im-
munopreparatów w nowe warianty wiru-
sa nie pozostaje bez wpływu na ich sku-
teczność. Kontrola występowania nosówki 
u zwierząt mięsożernych wymaga stałego 
monitoringu molekularnego CDV, który 
pozwala wykrywać i identyfikować nowe 
terenowe odmiany patogena i aktualizo-
wać skład szczepionek.
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Testem diagnostycznym używanym od 
lat do wykrywania zakażeń prątkiem 

bydlęcym i prątkiem gruźlicy jest test tu-
berkulinowy. Test ten przetrwał ponad 
100 lat jako przydatny w diagnostyce gruź-
licy u bydła i ludzi. Opracowanie tego testu 

było możliwe dzięki uzyskaniu tuberkuli-
ny przez Roberta Kocha w 1890 r. Pier-
wotne założenie Kocha, zastosowania tu-
berkuliny jako leku, nie sprawdziło się, na-
tomiast jej wartość diagnostyczna szybko 
zyskała akceptację. Przydatność tuberku-
liny w diagnostyce gruźlicy bydła wykaza-
no wcześniej, zanim zastosowano ją u lu-
dzi (2). W Europie u bydła stosowana jest 
najczęściej tuberkulinizacja śródskórna po-
jedyncza lub porównawcza, polegająca na 
wstrzyknięciu tuberkuliny do fałdu skóry 
na szyi. Do obu testów stosowana jest tu-
berkulina oczyszczona uzyskana albo z My-
cobacterium bovis – tuberkulina bydlę-
ca (PPD-B) albo M. avium – tuberkulina 
ptasia (PPD-A). Test tuberkulinizacji jest 
uznanym testem w skali międzynarodowej, 
przy czym w Ameryce Północnej tuberku-
linę wprowadza się do fałdu ogonowego.

Gruźlica bydła w wielu krajach nadal 
stanowi pewien problem, w tym między in-
nymi w Wielkiej Brytanii (ww.defra.gov.uk/

foodfarm/farmanimal/diseases/tb/index.
htm). Dlatego poszukuje się nowych stra-
tegii kontroli gruźlicy bydła. Jedną z nich są 
próby szczepień przeciwko gruźlicy prze-
prowadzane u bydła i  innych gatunków 
zwierząt wolno żyjących. Dotychczas pró-
by szczepień doustnych szczepionką BCG 
podejmowano u oposów w Nowej Zelan-
dii, u borsuków w Anglii i Irlandii, u jele-
ni wirginijskich w USA i bawołów w Afry-
ce Południowej (3).

W Wielkiej Brytanii uzyskano obiecu-
jące wyniki szczepień doświadczalnych by-
dła. Nadal prowadzone są intensywne pra-
ce nad doskonaleniem szczepionki. Uznano, 
że w dalszej perspektywie szczepienie bydła 
jest obiecującą metodą. Jednak szczepienie 
bydła komplikuje problem rozpoznawania 
gruźlicy za pomocą tuberkulinizacji, po-
nieważ obecnie stosowana tuberkulina za-
wiera antygeny wspólne dla szczepów pa-
togennych, jak i szczepionkowych (4, 5, 6). 
Z tego powodu ważne stało się opracowanie 

Próby opracowania antygenu 
do tuberkulinizacji bydła 
w celu odróżnienia zwierząt zakażonych 
od szczepionych szczepionką BCG

Jerzy Kita
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Attempts of developing new antigen for 
cattle skin test to differentiate infected 
from vaccinated with BCG vaccine animals

Kita J., Faculty of Veterinary Medicine, Warsaw 
University of Life Sciences-SGGW.

The aim of this paper was to present attempts to ob-
tain new alternative(s) to tuberculin for skin test in 
cattle to differentiate infected from vaccinated ani-
mals. It results from the new approach to effective con-
trol of bovine tuberculosis. There are still countries in 
which this disease presents a very serious problem. 
One of the proposed strategies of tuberculosis control 
is vaccination program of not only domestic cattle but 
also wildlife animals. Vaccination program however 
cannot be introduced until a new method in testing 
animals for tuberculosis is elaborated. Recently devel-
oped products, ESAT-6 and SFP-10, are derivatives of 
Mycobacterium tuberculosis complex. Genes encoding 
these proteins are absent from vaccinal BCG strain. 
It has been proved that ESAT-1 and SFP-10 do not 
provoke DTH reaction either in healthy or BCG vac-
cinated cattle. They can therefore replace tuberculin 
as test agents in the intradermal test for tuberculosis.

Keywords: bovine tuberculosis, control, novel 
diagnostic test, tuberculin replacers.
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