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Summary

Abortions, neonatal deaths, and reproductive failures in a variety of animal species are caused by many
pathogens, including alphaherpesviruses. Herpesviruses can persist in the form of a latent infection in a variety
of tissues of the infected animals. In addition, the reactivation of the latent virus infection, especially in
pregnant bitches, can lead to abortions or stillbirths. These problems are frequently reported on fox farms
in Poland. The aim of this study was to establish if canine herpesvirus (CHV) can be considered as a viral
pathogen responsible for the reproductive losses on fox farms. In the authors’ study, 114 samples of internal
organs of dead puppies and adult animals eliminated from breeding have been examined using polymerase
chain reaction (PCR). None of the tested samples contained herpesviral DNA, the presence of which could

confirm the existence of latent infections in foxes.
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Ronienia oraz choroby noworodkéw u wielu gatun-
kow zwierzat sa wynikiem infekcji wywotywanych
przez o, B i y herpeswirusy. Najczesciej opisuje si¢
zakazenla a herpeswirusowe, ktore prowadza do za-
burzen w rozrodzie, migdzy innymi, u koni, bydta,
swin, kotow czy pséw (10, 15). Herpeswiroza psow
przebiega tagodnie lub bezobjawowo. Moze ona przy-
ja¢ uogodlniona postaé lub tez ograniczy¢ sig¢ do miej-
scowej infekcji drég oddechowych, narzadow plcio-
wych lub uktadu nerwowego. Herpeswirusy zdolne sa
do wywolywania zakazen latentnych, w ktorych wiru-
sowe DNA wbudowywane jest do komorek gospoda-
rza bedacych na ogot miejscem pierwotnego wniknig-
cia wirusa do organizmu (1). Tkanki limfatyczne oraz
komorki uktadu nerwowego, a w szczegdlnosci zwoje
czuciowe uwazane sa za miejsce latencji herpeswiru-
sowej u psow oraz innych gatunkéw zwierzat (3, 13,
14). Do reaktywacji zakazenia latentnego dochodzi
w wyniku immunosupresji uktadu odpornosciowego
spowodowanej oddzialywaniem czynnikow stresogen-
nych. Takim czynnikiem moze by¢ stres zwiazany
z ciaza lub porodem. Reaktywacja zakazenia u suk cig-
zarnych prowadzi do obumierania zarodkdw, ronien,
rodzenia martwych lub nlezdolnych do Zy61a szcze-
niat. Zaburzenia te coraz czg$ciej obserwuje si¢ na fer-
mach lisow, na ktorych straty oseskow w okresie od

urodzenia do odsadzenia sa znaczne 1 wynosza ok.
25%. Liczne przypadki rodzenia stabych szczeniat
przez samice klinicznie zdrowe oraz wzrost $miertel-
nosci oseskow lisow w ciagu pierwszych 48-72 go-
dzin zycia prowadzi do obnizenia liczby odchowanych
zwierzat, przyczyniajac si¢ do spadku oplacalnosci
hodowli.

Zaburzenia obserwowane w rozrodzie lisow skto-
nity autoréw do podjgcia badan majacych na celu oce-
n¢ wystgpowania latentnych zakazen herpeswiruso-
wych u lisoéw jako przyczyny ronien oraz padnigé
szczeniat.

Materiat i metody

Wirus referencyjny. W badaniach wykorzystano szczep
herpeswirusa pséw (CHV DK2) namnazany w hodowli
pierwotnej nerki psa. Szczep ten uzyskano dzigki uprzej-
mosci prof. Maxa Appela z J. A. Baker Institute for Ani-
mal Health, Cornell University, USA.

Probki uzyte do badan wirusologicznych. W badaniach
wykorzystano narzady wewngtrzne (serce, ptuca, watroba,
nerka) pobrane od poronionych ptodéw lub padtych kilku-
dniowych szczeniat lisa polarnego niebieskiego i pospoli-
tego srebrzystego. Szczenigta (18 osobnikéw) pochodzity
z dwoch ferm lisow zlokalizowanych na terenie Lubelsz-
czyzny, w ktorych cyklicznie wystgpowaty problemy
w odchowie szczeniat. Do badan wirusologicznych uzyto
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réwniez narzaddow wewngtrznych pobranych od zwierzat
obu plciiras, tj. lisa polarnego i pospolitego. Byly to zwie-
rzgta stada podstawowego w wieku od 1 do 3 lat w okresie
petnej dojrzatosci zimowej okrywy wlosowej. Do badan
pobierano: migdatki, §liniankg podzuchwowa i przyuszna,
macicg, watrobg, sledziong, wezly chtonne podzuchwowe
1 podbrzuszne (tacznie 96 probek). Zwierzgta byty klinicz-
nie zdrowe, nie stwierdzono u nich zadnych makroskopo-
wo widocznych zmian w obrebie narzadow rodnych. Eli-
minowano je ze stada podstawowego ze wzgledu na obser-
wowane w sezonie 2000/2001 zaburzenia w rozrodzie ob-
jawiajace si¢ zmniejszeniem plodnosci, rodzeniem niezdol-
nych do zycia szczeniat oraz wyciekiem z drog rodnych.

Fermy byly pod statym nadzorem lekarsko-weterynaryj-
nym, wykonywano tam szczepienia profilaktyczne zwie-
rzat przeciwko nosowce oraz zakaznemu zapaleniu mézgu
i rdzenia lisow. Od kilku lat na fermach zaprzestano wyko-
nywania szczepien ochronnych przeciwko zakazeniom par-
wowirusowym, a przeprowadzane corocznie badania sero-
logiczne zwierzat stada podstawowego wykluczyly ich
wystgpowanie.

W okresie objetym badaniami zwierzgta zywione byly
zgodnie z obowiazujacymi normami dla migsozernych
zwierzat futerkowych (2). Podstawowym sktadnikiem kar-
my migsnej byty odpady drobiowe, konserwowane piro-
siarczynem sodu w ilosci 0,1% oraz maczka migsno-kost-
na importowana. Panujace na fermach warunki zoohigie-
niczne mozna uzna¢ za dobre (dwukrotne w ciagu roku
usuwanie odchodéw oraz mycie klatek z wykorzystaniem
myjki wysokoci$nieniowej i preparatu Pollena JK).

Ekstrakcja wirusowego DNA. Z wycinkéw narzadow
wewngtrznych sporzadzano 10% homogenizaty w PBS,
ktére wirowano przez 10 min. przy 14 000 x g w celu uzys-
kania klarownego roztworu. Otrzymanych supernatantow
uzywano bezposrednio do ekstrakcji wirusowego DNA przy
uzyciu zestawu QIlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hil-
den, Germany) zgodnie z instrukcja Producenta. Do reak-
¢ji PCR uzyto otrzymanych roztworé6w DNA oraz jego roz-
cienczenia 1 : 20. Wyizolowane DNA, ktore nie byto uzy-
wane bezposrednio do badan przechowywano w temp.
—85°C.

Reakeja PCR. W reakcji PCR zastosowano parg starte-
réw przyltaczajaca si¢ do fragmentu genu kodujacego gli-
koproteing gB herpeswirusa psow. Startery zaprojektowa-
no na bazie sekwencji nukleotydowej genu glikoproteiny
zamieszczonej w Banku Genoéw (AF361073). Startery
CHVa (5’-TGCAGTTACTCAATGTGTTA-3") i CHVb
(5’-TGTCCTTCAATATAGTTAGTT-3") umozliwity am-
plifikacj¢ fragmentu genu o dlugosci 147 pz (ryc. 1). Mie-
szanina reakcyjna o koncowej objetosci 50 ul zawierata:
5 ul 10 x buforu A (100 mM Tris-HCI pH 8,3; 11 mM
MgCl,; 500 mM KCl; 0,1% zelatyna), 1 ul 10 mM dNTPs,
2 ul (10 uM) roztworu kazdego startera, 0,5 pl (1 U) Taq
polimerazy (Terpol, Sieradz), 5 ul DNA badanej probki oraz
34,5 ul wody. Mieszaning przygotowano na lodzie i prze-
niesiono do nagrzanego bloku termocyklera T3 (Biome-
tra). Po inkubacji mieszaniny reakcyjnej w temp. 94°C przez
5 min. amplifikacjg przeprowadzano w 35 cyklach, w kto-
rych denaturacja zachodzita w temp. 94°C przez 1 min.,
wiazanie starterow w temp. 50°C przez 1 min., a elongacja
w temp. 72°C przez 1 min. Koncowa elongacje¢ przeprowa-
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Ryec. 1. Przyklad reakcji amplifikacji fragmentu genu gliko-
proteiny gB herpeswirusa psow

Objasnienia: M — marker pUC Mix 8; 1, 2 — produkty amplifika-
cji fragmentu genu gB stanowiacego kontrolg dodatnia reakcji

dzono w temp. 72°C przez 6 min. Przebieg reakcji amplifi-
kacji oceniano na podstawie kontroli dodatniej i ujemne;j
reakcji. Kontrolg dodatnig stanowito DNA uzyskane z pier-
wotnej hodowli komorek nerki psa zakazonej herpeswiru-
sem psoOw, za$ kontrolg ujemna — mieszanina reakcyjna nie
zawierajaca DNA matrycy.

Analiza elektroforetyczna. Po zakonczonej amplifika-
cji 10 ul mieszaniny reakcyjnej nanoszono na 1,7% zel aga-
rozowy. Elektroforeze¢ prowadzono przy statym napigciu
100 V przez 90 min. w buforze 1 x TBE. Zel wybarwiano
w roztworze bromku etydyny i obserwowano w Swietle
lampy UV. Wielkos$¢ uzyskanych produktow amplifikacji
porownywano do wzorca masowego DNA (pUC Mix 8,
Fermentas). Za wynik dodatni uznawano obecnos$¢ prazka
o dhugosci 147 pz (ryc. 1).

Wyniki i omowienie

Obecnos¢ przeciwcial herpeswirusowych w surowi-
cach samic liséw hodowlanych w Polsce, a takze li-
sow wolno zyjacych w Niemczech wskazuje, ze sa one
wrazliwe na zakazenie herpeswirusem (16, 18). Po-
twierdzit to Reubel 1 wsp. (11), podajac lisom dozyl-
nie zawiesing herpeswirusa psow. Zakazenie do§wiad-
czalne zwierzat prowadzito do rozwoju choroby o cigz-
kim przebiegu, z objawami ze strony uktadu oddecho-
wego. Zakazenie lisow droga doustna nie wywolywa-
to zadnych objawow. W wymazach pobieranych z drog
rodnych i oddechowych nie stwierdzono obecnosci
DNA wirusa w grupie do§wiadczalnej, jak tez u osob-
nikow grupy kontrolnej, ktore przetrzymywano na
wspdélnym wybiegu. Dos§wiadczenie to potwierdza
przypuszczenia, ze bezposredni kontakt zwierzat nie
ma wigkszego znaczenia w rozprzestrzenianiu si¢ za-
kazen herpeswirusowych u lisow. Nadal nie wiado-
mo, czy u lisow mozliwa jest transmisja wirusa droga
ptciowa, ktora uwazana jest u psoOw za jedna z gtow-
nych drog rozprzestrzeniania si¢ choroby.

W badaniach wtasnych zastosowano metode PCR,
ktora przebadano tacznie 114 probek narzadow we-
wnetrznych pobranych od padtych lisiat oraz zwierzat
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wyeliminowanych z rozrodu. W zadnej z badanych
prébek nie stwierdzono materialu genetycznego her-
peswirusa psoéw, ktorego obecnos¢ moglaby wskazy-
wac na istnienie zakazenia latentnego. Badaniami ob-
jeto m.in. migdatki, wezty chtonne podzuchwowe
1 podbrzuszne, a wigc narzady, w ktérych metoda PCR
najczesciej stwierdzano obecnos¢ wirusowego DNA
u lisow doswiadczalnie zakazonych oraz psow z la-
tencja wirusowa (4, 9, 11). Hashimoto 1 wsp. (5), sto-
sujac metode immunofluorescencji, wykazat obecnosé
herpeswirusa u zakazonych szczeniat w watrobie, §le-
dzionie, nerkach i ptucach. W badaniach wiasnych nie
stwierdzono obecnosci DNA wirusa w narzadach we-
wnetrznych szczeniat, wykluczajac tym zakazenie her-
peswirusem psow jako przyczyng ich padnigc.

Technika PCR jest rutynowo uzywana w mikrobio-
logicznej diagnostyce weterynaryjnej (12). Jest czuta
1 szybka metoda, pozwalajaca w czasie kilku godzin
wykaza¢ obecno$¢ genomowego DNA wirusa w ma-
teriale badanym. W przypadku latentnych zakazen
herpeswirusowych, charakteryzujacych si¢ bezobjawo-
wym przebiegiem, PCR jest jedyna zalecana metoda,
ktora pozwala skutecznie je diagnozowacé (12). Zasto-
sowanie starteréw przytaczajacych si¢ w obregbie genu
kodujacego glikoproteing gB herpeswirusa psoOw po-
zwolito na wydajna amplifikacje fragmentu genu oraz
na jego identyfikacje (8). W celu podniesienia czu-
tosci zastosowanej metody zwrocono szczegdlng uwa-
g¢ na sposob oczyszczania 1 izolacji DNA. Badania
porownawcze metod ekstrakcji kwasow nukleinowych
z tkanek zwierzat potwierdzily wysoka wydajno$¢ ze-
stawu QIAamp® DNA Mini Kit (Rzezutka, dane nie-
publikowane). Obecno$¢ substancji inhibitorowych
zanieczyszczajacych matrycowe DNA jest jedna z naj-
czesciej rozpoznawanych przyczyn nizszej czuto$ci
reakcji PCR. Moga one prowadzi¢ do catkowitego
zahamowania reakcji, co skutkuje uzyskiwaniem wy-
nikow fatszywie ujemnych (7). W celu wykluczenia
wptywu substancji inhibitorowych na reakch PCR,
amphﬁkacp poddano rozcienczone (1 : 20) i nie roz-
cienczone probki DNA. Takie postgpowanie gwaran-
towalo wydajna amplifikacj¢ DNA, nawet wowczas,
kiedy badana probka zawierala niewielka ilo§¢ DNA
matrycy (Rzezutka, dane niepublikowane).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze herpeswiroza lisow
nie jest jednostka chorobowa, ktoéra stanowila przy-
czyng zaburzen w rozrodzie w badanych fermach zwie-
rzat. Pomimo prowadzonej w Polsce swoistej immu-
noprofilaktyki przeciwko zakazeniom parwowiruso-
wym oraz terapii antybiotykowej na fermach liséw
notuje si¢ opisywane zaburzenia. Biorac pod uwage
wyniki badan wlasnych oraz badah przeprowadzonych
przez Smielewska-L.o$ i wsp. (16 17) oraz Kostro
1 wsp. (6) nadal mozna uwazac, ze glownq przyczyna
stabych wynikow hodowlanych sa mieszane zakaze-
nia bakteryjne, na ktére moga naktadac si¢ niedobory
zywieniowe oraz nieodpowiednie warunki zoohigie-
niczne.
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