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Ronienia oraz choroby noworodków u wielu gatun-
ków zwierz¹t s¹ wynikiem infekcji wywo³ywanych
przez á, â i ã herpeswirusy. Najczê�ciej opisuje siê
zaka¿enia á herpeswirusowe, które prowadz¹ do za-
burzeñ w rozrodzie, miêdzy innymi, u koni, byd³a,
�wiñ, kotów czy psów (10, 15). Herpeswiroza psów
przebiega ³agodnie lub bezobjawowo. Mo¿e ona przy-
j¹æ uogólnion¹ postaæ lub te¿ ograniczyæ siê do miej-
scowej infekcji dróg oddechowych, narz¹dów p³cio-
wych lub uk³adu nerwowego. Herpeswirusy zdolne s¹
do wywo³ywania zaka¿eñ latentnych, w których wiru-
sowe DNA wbudowywane jest do komórek gospoda-
rza bêd¹cych na ogó³ miejscem pierwotnego wnikniê-
cia wirusa do organizmu (1). Tkanki limfatyczne oraz
komórki uk³adu nerwowego, a w szczególno�ci zwoje
czuciowe uwa¿ane s¹ za miejsce latencji herpeswiru-
sowej u psów oraz innych gatunków zwierz¹t (3, 13,
14). Do reaktywacji zaka¿enia latentnego dochodzi
w wyniku immunosupresji uk³adu odporno�ciowego
spowodowanej oddzia³ywaniem czynników stresogen-
nych. Takim czynnikiem mo¿e byæ stres zwi¹zany
z ci¹¿¹ lub porodem. Reaktywacja zaka¿enia u suk ciê-
¿arnych prowadzi do obumierania zarodków, ronieñ,
rodzenia martwych lub niezdolnych do ¿ycia szcze-
ni¹t. Zaburzenia te coraz czê�ciej obserwuje siê na fer-
mach lisów, na których straty osesków w okresie od

urodzenia do odsadzenia s¹ znaczne i wynosz¹ ok.
25%. Liczne przypadki rodzenia s³abych szczeni¹t
przez samice klinicznie zdrowe oraz wzrost �miertel-
no�ci osesków lisów w ci¹gu pierwszych 48-72 go-
dzin ¿ycia prowadzi do obni¿enia liczby odchowanych
zwierz¹t, przyczyniaj¹c siê do spadku op³acalno�ci
hodowli.

Zaburzenia obserwowane w rozrodzie lisów sk³o-
ni³y autorów do podjêcia badañ maj¹cych na celu oce-
nê wystêpowania latentnych zaka¿eñ herpeswiruso-
wych u lisów jako przyczyny ronieñ oraz padniêæ
szczeni¹t.

Materia³ i metody
Wirus referencyjny. W badaniach wykorzystano szczep

herpeswirusa psów (CHV DK2) namna¿any w hodowli
pierwotnej nerki psa. Szczep ten uzyskano dziêki uprzej-
mo�ci prof. Maxa Appela z J. A. Baker Institute for Ani-
mal Health, Cornell University, USA.

Próbki u¿yte do badañ wirusologicznych. W badaniach
wykorzystano narz¹dy wewnêtrzne (serce, p³uca, w¹troba,
nerka) pobrane od poronionych p³odów lub pad³ych kilku-
dniowych szczeni¹t lisa polarnego niebieskiego i pospoli-
tego srebrzystego. Szczeniêta (18 osobników) pochodzi³y
z dwóch ferm lisów zlokalizowanych na terenie Lubelsz-
czyzny, w których cyklicznie wystêpowa³y problemy
w odchowie szczeni¹t. Do badañ wirusologicznych u¿yto
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równie¿ narz¹dów wewnêtrznych pobranych od zwierz¹t
obu p³ci i ras, tj. lisa polarnego i pospolitego. By³y to zwie-
rzêta stada podstawowego w wieku od 1 do 3 lat w okresie
pe³nej dojrza³o�ci zimowej okrywy w³osowej. Do badañ
pobierano: migda³ki, �liniankê pod¿uchwow¹ i przyuszn¹,
macicê, w¹trobê, �ledzionê, wêz³y ch³onne pod¿uchwowe
i podbrzuszne (³¹cznie 96 próbek). Zwierzêta by³y klinicz-
nie zdrowe, nie stwierdzono u nich ¿adnych makroskopo-
wo widocznych zmian w obrêbie narz¹dów rodnych. Eli-
minowano je ze stada podstawowego ze wzglêdu na obser-
wowane w sezonie 2000/2001 zaburzenia w rozrodzie ob-
jawiaj¹ce siê zmniejszeniem p³odno�ci, rodzeniem niezdol-
nych do ¿ycia szczeni¹t oraz wyciekiem z dróg rodnych.

Fermy by³y pod sta³ym nadzorem lekarsko-weterynaryj-
nym, wykonywano tam szczepienia profilaktyczne zwie-
rz¹t przeciwko nosówce oraz zaka�nemu zapaleniu mózgu
i rdzenia lisów. Od kilku lat na fermach zaprzestano wyko-
nywania szczepieñ ochronnych przeciwko zaka¿eniom par-
wowirusowym, a przeprowadzane corocznie badania sero-
logiczne zwierz¹t stada podstawowego wykluczy³y ich
wystêpowanie.

W okresie objêtym badaniami zwierzêta ¿ywione by³y
zgodnie z obowi¹zuj¹cymi normami dla miêso¿ernych
zwierz¹t futerkowych (2). Podstawowym sk³adnikiem kar-
my miêsnej by³y odpady drobiowe, konserwowane piro-
siarczynem sodu w ilo�ci 0,1% oraz m¹czka miêsno-kost-
na importowana. Panuj¹ce na fermach warunki zoohigie-
niczne mo¿na uznaæ za dobre (dwukrotne w ci¹gu roku
usuwanie odchodów oraz mycie klatek z wykorzystaniem
myjki wysokoci�nieniowej i preparatu Pollena JK).

Ekstrakcja wirusowego DNA. Z wycinków narz¹dów
wewnêtrznych sporz¹dzano 10% homogenizaty w PBS,
które wirowano przez 10 min. przy 14 000 × g w celu uzys-
kania klarownego roztworu. Otrzymanych supernatantów
u¿ywano bezpo�rednio do ekstrakcji wirusowego DNA przy
u¿yciu zestawu QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hil-
den, Germany) zgodnie z instrukcj¹ Producenta. Do reak-
cji PCR u¿yto otrzymanych roztworów DNA oraz jego roz-
cieñczenia 1 : 20. Wyizolowane DNA, które nie by³o u¿y-
wane bezpo�rednio do badañ przechowywano w temp.
�85°C.

Reakcja PCR. W reakcji PCR zastosowano parê starte-
rów przy³¹czaj¹c¹ siê do fragmentu genu koduj¹cego gli-
koproteinê gB herpeswirusa psów. Startery zaprojektowa-
no na bazie sekwencji nukleotydowej genu glikoproteiny
zamieszczonej w Banku Genów (AF361073). Startery
CHVa (5�-TGCAGTTACTCAATGTGTTA-3�) i CHVb
(5�-TGTCCTTCAATATAGTTAGTT-3�) umo¿liwi³y am-
plifikacjê fragmentu genu o d³ugo�ci 147 pz (ryc. 1). Mie-
szanina reakcyjna o koñcowej objêto�ci 50 µl zawiera³a:
5 µl 10 × buforu A (100 mM Tris-HCl pH 8,3; 11 mM
MgCl

2
; 500 mM KCl; 0,1% ¿elatyna), 1 µl 10 mM dNTPs,

2 µl (10 µM) roztworu ka¿dego startera, 0,5 µl (1 U) Taq
polimerazy (Terpol, Sieradz), 5 µl DNA badanej próbki oraz
34,5 µl wody. Mieszaninê przygotowano na lodzie i prze-
niesiono do nagrzanego bloku termocyklera T3 (Biome-
tra). Po inkubacji mieszaniny reakcyjnej w temp. 94°C przez
5 min. amplifikacjê przeprowadzano w 35 cyklach, w któ-
rych denaturacja zachodzi³a w temp. 94°C przez 1 min.,
wi¹zanie starterów w temp. 50°C przez 1 min., a elongacja
w temp. 72°C przez 1 min. Koñcow¹ elongacjê przeprowa-

dzono w temp. 72°C przez 6 min. Przebieg reakcji amplifi-
kacji oceniano na podstawie kontroli dodatniej i ujemnej
reakcji. Kontrolê dodatni¹ stanowi³o DNA uzyskane z pier-
wotnej hodowli komórek nerki psa zaka¿onej herpeswiru-
sem psów, za� kontrolê ujemn¹ � mieszanina reakcyjna nie
zawieraj¹ca DNA matrycy.

Analiza elektroforetyczna. Po zakoñczonej amplifika-
cji 10 µl mieszaniny reakcyjnej nanoszono na 1,7% ¿el aga-
rozowy. Elektroforezê prowadzono przy sta³ym napiêciu
100 V przez 90 min. w buforze 1 × TBE. ¯el wybarwiano
w roztworze bromku etydyny i obserwowano w �wietle
lampy UV. Wielko�æ uzyskanych produktów amplifikacji
porównywano do wzorca masowego DNA (pUC Mix 8,
Fermentas). Za wynik dodatni uznawano obecno�æ pr¹¿ka
o d³ugo�ci 147 pz (ryc. 1).

Wyniki i omówienie
Obecno�æ przeciwcia³ herpeswirusowych w surowi-

cach samic lisów hodowlanych w Polsce, a tak¿e li-
sów wolno ¿yj¹cych w Niemczech wskazuje, ¿e s¹ one
wra¿liwe na zaka¿enie herpeswirusem (16, 18). Po-
twierdzi³ to Reubel i wsp. (11), podaj¹c lisom do¿yl-
nie zawiesinê herpeswirusa psów. Zaka¿enie do�wiad-
czalne zwierz¹t prowadzi³o do rozwoju choroby o ciê¿-
kim przebiegu, z objawami ze strony uk³adu oddecho-
wego. Zaka¿enie lisów drog¹ doustn¹ nie wywo³ywa-
³o ¿adnych objawów. W wymazach pobieranych z dróg
rodnych i oddechowych nie stwierdzono obecno�ci
DNA wirusa w grupie do�wiadczalnej, jak te¿ u osob-
ników grupy kontrolnej, które przetrzymywano na
wspólnym wybiegu. Do�wiadczenie to potwierdza
przypuszczenia, ¿e bezpo�redni kontakt zwierz¹t nie
ma wiêkszego znaczenia w rozprzestrzenianiu siê za-
ka¿eñ herpeswirusowych u lisów. Nadal nie wiado-
mo, czy u lisów mo¿liwa jest transmisja wirusa drog¹
p³ciow¹, która uwa¿ana jest u psów za jedn¹ z g³ów-
nych dróg rozprzestrzeniania siê choroby.

W badaniach w³asnych zastosowano metodê PCR,
któr¹ przebadano ³¹cznie 114 próbek narz¹dów we-
wnêtrznych pobranych od pad³ych lisi¹t oraz zwierz¹t

Ryc. 1. Przyk³ad reakcji amplifikacji fragmentu genu gliko-
proteiny gB herpeswirusa psów
Obja�nienia: M � marker pUC Mix 8; 1, 2 � produkty amplifika-
cji fragmentu genu gB stanowi¹cego kontrolê dodatni¹ reakcji
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wyeliminowanych z rozrodu. W ¿adnej z badanych
próbek nie stwierdzono materia³u genetycznego her-
peswirusa psów, którego obecno�æ mog³aby wskazy-
waæ na istnienie zaka¿enia latentnego. Badaniami ob-
jêto m.in. migda³ki, wêz³y ch³onne pod¿uchwowe
i podbrzuszne, a wiêc narz¹dy, w których metod¹ PCR
najczê�ciej stwierdzano obecno�æ wirusowego DNA
u lisów do�wiadczalnie zaka¿onych oraz psów z la-
tencj¹ wirusow¹ (4, 9, 11). Hashimoto i wsp. (5), sto-
suj¹c metodê immunofluorescencji, wykaza³ obecno�æ
herpeswirusa u zaka¿onych szczeni¹t w w¹trobie, �le-
dzionie, nerkach i p³ucach. W badaniach w³asnych nie
stwierdzono obecno�ci DNA wirusa w narz¹dach we-
wnêtrznych szczeni¹t, wykluczaj¹c tym zaka¿enie her-
peswirusem psów jako przyczynê ich padniêæ.

Technika PCR jest rutynowo u¿ywana w mikrobio-
logicznej diagnostyce weterynaryjnej (12). Jest czu³¹
i szybk¹ metod¹, pozwalaj¹c¹ w czasie kilku godzin
wykazaæ obecno�æ genomowego DNA wirusa w ma-
teriale badanym. W przypadku latentnych zaka¿eñ
herpeswirusowych, charakteryzuj¹cych siê bezobjawo-
wym przebiegiem, PCR jest jedyn¹ zalecan¹ metod¹,
która pozwala skutecznie je diagnozowaæ (12). Zasto-
sowanie starterów przy³¹czaj¹cych siê w obrêbie genu
koduj¹cego glikoproteinê gB herpeswirusa psów po-
zwoli³o na wydajn¹ amplifikacjê fragmentu genu oraz
na jego identyfikacjê (8). W celu podniesienia czu-
³o�ci zastosowanej metody zwrócono szczególn¹ uwa-
gê na sposób oczyszczania i izolacji DNA. Badania
porównawcze metod ekstrakcji kwasów nukleinowych
z tkanek zwierz¹t potwierdzi³y wysok¹ wydajno�æ ze-
stawu QIAamp® DNA Mini Kit (Rze¿utka, dane nie-
publikowane). Obecno�æ substancji inhibitorowych
zanieczyszczaj¹cych matrycowe DNA jest jedn¹ z naj-
czê�ciej rozpoznawanych przyczyn ni¿szej czu³o�ci
reakcji PCR. Mog¹ one prowadziæ do ca³kowitego
zahamowania reakcji, co skutkuje uzyskiwaniem wy-
ników fa³szywie ujemnych (7). W celu wykluczenia
wp³ywu substancji inhibitorowych na reakcjê PCR,
amplifikacji poddano rozcieñczone (1 : 20) i nie roz-
cieñczone próbki DNA. Takie postêpowanie gwaran-
towa³o wydajn¹ amplifikacjê DNA, nawet wówczas,
kiedy badana próbka zawiera³a niewielk¹ ilo�æ DNA
matrycy (Rze¿utka, dane niepublikowane).

Uzyskane wyniki wskazuj¹, ¿e herpeswiroza lisów
nie jest jednostk¹ chorobow¹, która stanowi³a przy-
czynê zaburzeñ w rozrodzie w badanych fermach zwie-
rz¹t. Pomimo prowadzonej w Polsce swoistej immu-
noprofilaktyki przeciwko zaka¿eniom parwowiruso-
wym oraz terapii antybiotykowej na fermach lisów
notuje siê opisywane zaburzenia. Bior¹c pod uwagê
wyniki badañ w³asnych oraz badañ przeprowadzonych
przez �mielewsk¹-£o� i wsp. (16, 17) oraz Kostro
i wsp. (6) nadal mo¿na uwa¿aæ, ¿e g³ówn¹ przyczyn¹
s³abych wyników hodowlanych s¹ mieszane zaka¿e-
nia bakteryjne, na które mog¹ nak³adaæ siê niedobory
¿ywieniowe oraz nieodpowiednie warunki zoohigie-
niczne.
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