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Z zakaźnym wirusowym ronieniem klaczy (.rhino-

pneumonitis equorum) związane są dwa czynnlki za-
kaźne należąc e do r o dziny H e rp e s v ir i d a e, p o dro dziny
a-herpesvirinae herpeswirusy koni: Ęp I (Equid her-
pesvirus type 1; EHV-I) ityp 4 (EHV-4. dawniej EHV-
-1, podtyp 2) (3).Pierwszy znichpowoduje ronienia,
zakażenia górnych dró g o ddechowych or az zaburzę -

nia neurolo glczne,natomiast drugi odpowiedzialny jest
głownie zazakażenia górnych dróg oddechowych, choć
okazjonalnie izolowany był także z przypadkow po-
ronień (13-15). Z ekonomicznęgo punktu widzenia,
naj więks ze znaczęntę maj ązakażeni a EHV - 1 przeb i e -

gające z poronieniem, występujące u źrebnychklaczy.
Zakaźnę wirusowe ronienie klaczy (wzrk) stwier-

dzano w Polsce począwszy od lat czterdzięstych (8,

18) do chwili obecnej (9). Do niedawna diagnostyka
laboratoryjna wzrk opierała się na: a) badaniu histo-
patologicznym tkanek poronionego płodu (ciałka wtrę-
towe D imocka), b) immuno fluore s cencyj nym wykry-
waniu wirusowego antygenu w histopatologicznych
skrawkach z narządow wewnętrznych poronionych
płodoq c) izolacji wirusa w hodowlach komórek wraż-
liwych nazakażęnie EH! d) serologiaznym badaniu
s urowi c p o cho dzących o d p o dejr zany ch zw ier ząt (np .

klaczy, które poroniły), Diagnostyka serologiczna ma
jednak ograniczoną wartość ze względu na występo-
wanie przeciw ciałbędących efektem szczepteńochron-
nych; badanie histopatologiczne i tzolacja wirusa są
natomiast technikami pracochłonnymi i stosunkowo
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długotrwałymi. Dlatego tez w ostatnich latach w dia-
gnostyce zakażnego ronienia k|aczy zastosowano łań-
cuchową reakcję polimeryzacji (Polymerase Chain
Reaction, PCR) (I,2,5-7,11, 16, 17). PCR (10), po-
pTzez cykliczną ampl ifi kacj ę, p ozw ala na wykrycie w
odpowiedniej próbce pojedynczych kopii poszukiwa-
nego (targe| DNA.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki zastoso-
wania PCR do wykrywania obecności DNA EHV-1 w
tkankach poronionych płodów iźrebtątpadłych w roż-
nym wieku.

Materiał imetody

Materiał. Badania przeprowadzono na wycinkach płuc
i wątroby płodów poronionych w różnym czasie przedpo-
rodem lub źrebiąt padłych w wieku od 2 dni do 5 miesięcy,
Badaniarni objęto zarówno świeże tkanki, dostarczane na
bieżąco do Zakładu Wirusologii, jak i próbki z Iat 1994-
-1996, przechowywane w temperaturze -20'C. Z probek
wątroby izolowano DNA całkowity (12) i uzywano jako
matrycy do amplifikacji. Kontrolę pozytywną stanowiły:
a) DNA ekstrahowany z hodowli komórek nerki królika
RK|. (ATCC) zakażonych EHV-I, szczepęm RacH (l9),
b) DNA ekstrahowany z hodowli komórek skóry konia (equ-

ine derrnal cells, ED) zakażonej EHV-1, szczepem Austria
IV. Kontrolę swoistości amplifikacji stanowił DNA ekstra-
howany z hodowli komórek ED zakażonych EHV-4, szcze-
pemT252. DNA izolowany z hodowli komórek RKl3 i ED
niezakażonych wirusem sŁużył j ako kontrola negatywna.
Szczepy Austria IV, Tż52 orazhodowlę komórek ED otrzy-
mano od dr Kerstin Borchers, Institut fiir Virologie, Freie
Universitżit Berlin, Niemcy.

Test PCR w diagnostyce wirusowego
zakaźnego ron ie n ia kl aczy x l
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Summary

The nested PCR technique (Borchers and Slater, l993) was applied for the diagnosis of EIIV-I infections.
DNA samples were isolated from livers of miscarried fetuses or dead foals. After amplification we detected
EHV-1 specific sequences in 9 out of 15 fetuses and in 2 out of 6 foals. PCR results were compared to results of
routinely performed immunofluorescent detection of viral antigen in cryosections of tissues. Six tested fetuses
were FAT-positive, 7 FAT-negative and 2 were questionable. One FAT:negative fetus and two questionable
were PCR-positive. All foals were FAT-negative. We have demonstrated that PCR is more sensitive than F'AT
and allows verification of inconclusive results of antigen detection. PCR is also suitable for detection of EHV-I
specific sequ€nces in archival samples frozen up to 3 years.
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PCR. Zastosowano tzw. nested PCR polegającą na
dwóch cyklach reakcji według wcześniej opracowanego
schematu (2). Użyte startery umożliwiają amplifikację
typowo swoistych sekwencji genu glikoproteiny B (gB)
EHV-1, nie obserwuje się natomiast amplifikacji EHV-4
(2). Startery zsyntetyzowano w fimie Ransom Hill Bio-
science, Ramona, CA, USA.

Koktajl anplif,rkacyjny (PCRmix) zawierałw 50 ;.r1: 100

ng badanego DNA, 0,4 pM kazdego startera, po 0,2 mM
każdego deoksynukleotydu (Sigma, USA), 1,5 mM MgCl,,
albuminę bydlęcą 1,5 jednostki polimerazy Taq (MBI Fer-
mentas, Litwa) i bufor dla polimerazy Taq (MBl Fermen-
tas), Amplifikację przeprowadzano w termocyklerze Mi-
niCycler (MJ Research, USA), w dwóch etapach: I. ze star-
terami zewnętrznymi, po wstępnej denauracj i przez 4 min.
przy 94"C następowały 33 cykle: denaturacja 94"C przez
2 min.,przyłączanie starterow przez2 min. przy 56oC, do-
budowanie łańcucha przez2 min. przy 72"C; amplifikację
kończyło wydłużanie łaricucha przez l0 min. II. produkt
powstały w I etapie rozcteńczano l:l000 i 1 pl reamplifi-
kowano ze starterami wewnętrznymi, w takich samych
warunkach.

Analiz ę e lektro foretyczną pro duktów amp1 i fik acji pr ze -

prowadzano w 0,B%o żell agarozowym (Sigma) z dodat-
kiem bromku eĘdyny, wbuforze TBE (Tris, Borate, EDTA)
przy l0V/cm przez 45 minut. Do określania wielkości pro-
duktów amplifikacji użyrvano wzorzec masowy DNA fir-
my Sigma, nr kat. P-9511.

Immunoflorescencja. Wykonywano skrawkj mrożenio-
we z narządów wewnętrznych poronionych płodów i pa-

dłych źrebiąt, które po utrwaleniu w acetonie barwiono
koniugatem fluorescencyjnym Gamakon, firmy Bioveta
Nitra (Republika Czeska), zgodnie z zaleceniami produ-
centa.

Wyniki iomówienie

Wyniki I etapu amplifikacji DNA izolowanego z
wątrób poronionych płodów i padłych żrebląt oraz
DNA zakażony ch i ntę zakażonyc h h o d ow 1 i k omórko -

wych przedstawia ryc. 1. W pozytywnych próbkach
kontrolnych (próbki 11, 13, 14) stwierdzano arnplifi-

i

Ryc. l. Wyniki pierwszego etapu amplifikacji DNA izolowa-
nego z wątrób poronionych płodów i padłych źrebiąt
Objaśnienia: 1-4, 6, 8-9 - DNA izolowane zwątrób poronionych
płodów; 5 i 7 DNA izolowane z wątrób padĘch żrebiąt;10 i 12

DNA izolowane znjęzakażonych wirusem hodowli komorko-
wyc DNA izolowanę z hodowli
RK, epemEHV-l RacH; 13-14 D
Ile z kowych ED zakażonych szcze
Austria IV i EHV-4 T252.
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Ryc. 2. Wyniki reamplifikacji próbek DNA, w których w
pierwszym etapie nie stwierdzono widocznych produktów
amplifikacji
Objaśnienia: 1, 3, 5-6 - DNA izolowane z wątrób poronionych
płodów; 2 i 4 DNA izolowane z wątrób padłych źrebiąt;7 l9
DNA izolowan ezniezakażonych wirusem hodowli komórkowych
RK,. i ED; 8 DNA izolowane z hodowli komórkowej RK,_, za-
każiinej szczępemEHv-1 RacH; 10-1l DNA izolowane z ho-
dowli komórkowych ED zakażonych szczepami EHV-l Austria
Iv iEHy-4T252.

Tab. 1. Porównanie wyników badania poronionych płodów i padłych źrebiąt w kierunku EHV-I metodami PCR i IF w latach
I995-1997



kację fragmenfu o oczekiwanej wielkości 1.88 kb. Taki
sam fragment uzyskano w próbkach 1-3. Próbki 4-9,
w których w pierwszym etapie amplifikacj i nie stwier-
dzono, poddano reamplifikacji ze starterami wewnętrz-
nymi. Wyniki drugiego etapu ilustĄ e ry c. 2. W pozy-
tywnych próbkach kontrolnych (próbki 8, 1 0, 1 I) uzy-
skiwano amplifikację fragmentu o długości 1.28 kb.
Fragment o tej samej długości widoczny jest w bada-
nych próbkach 1 i 2. W obu etapach PCR nie stwier-
dzano amplifikacji w kontrolnych próbkach negatyw-
nych oraz w kontroli swoistości reakcji.

Ogółem przebadano materiał pochodzący od 15
poronionych płodów oraz od6 padĘch żrebiąt (tab. 1 ).
Zaobserwowane rozbieżności wyników PCR i immu-
nofl uorescencj i nie są zaskakuj ąc e, poniew aż czuło ść
zagnieżdżonej PCR dla zastosowanych starterów okre-
ślono na 1 fg wirusowego DNA, co odpowiada 3 ko-
piom genomu wirusa (2).

Zalety PCR sprawiają że znajduje ona coraz szeT-
sze zastosowanie w rozpoznawaniu zarówno wiruso-
wy c h, j ak i b akt e ryj ny ch zakażęń ludzi t zw ier ząt (4) .

Wykazano naprzykŁad, że możIiwa jest amplifikacja
DNA bez jego izolacji z próbki (1), co dodatkowo skra-
ca czas badania. Ponadto, do uzyskania zadowalają-
cych wyników wirus nie musi być aktywny - z powo-
dzeniem wykonyrvano PCR z tkanęk przechowywa-
nych w bloczkach parafinowych do 3 lat (7).

branych starterów (2, 16) lub kombinacji PCR z hy-
bryldyzacją(Il).

Wnioski
1. Ponad 50% poronień u klaczy spowodowanych

jest zakażeniami EHV- 1 .

2. Padnięcia żrebiąt mogą mieć związek z zakaże-
niami EHV- 1.

3. PCR jest metodąbardziej czułąniz immunofluo-
reScencJa.

4. Trryletni okres przechow}r,vania próbek w zamro-
żeniu nie wpĘrva naprzydattośc DNA do amplifikacji.
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HIRVONEN J., PYORALA S.: Odpowiedź ostrej
fazy u krów mlecznych z chirurgicznie leczonymi
zaburzeniami narządów jamy brzusznej. (Acute-
phase response in dairy caws with surgically-treated
abdominal disorders). Vet. J. 155, 53-67,1998 (1)

Okreś]ono poziom białek plazmy, łącznie z fibrynogenem i haptoglobiną
oraz elementy komórkowe krwi u 97 krów mlecznych przed operacją oraz po
wykonaniu zabiegu operacyjnego Podstawą do operacji było głównie zapalenie
czepcai otrzewnej oraz przemieszczenietrawieńca ()znaczenie ogólnej liczby
erytrocytów, poziomu hemoglobiny, wartości hematokryfu, liczby krwinek bia-
Ęch, obrazu jakościowego krwinek biĄch, poziomu albumjn, globulin i hapto-
globiny nie wystarcza do prognozowania zejścia choroby. Znajomość poziomu
fibrynogenu umożliwia monitorowanie komplikacji pooperacyjnych takich jak
np, zapalenie otrzewnej. Poziom haptoglobiny u 55% krów był wysoki przed
zabiegiem operacyjnym i wzrastał w okesie 2-3 dni po zabiegl. Określanie
wańości tego parametru może też byó pomocne w prognozowaniu występowa-
nia komplikacji pooperacyjnych. Natorniast oznaczanię poziomu haptoglobiny,
fibrynogenu i globulin jest pomocne w rozpoznaniu różnicowym urazowego
zapalenia czepca i otrzewnej od innych schorzeń przewodu pokarmowego. 
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Badania przeprowadzono w lecie 199l r. i 1993 r w fermie liczącej ponad
1500 cieląt na 90 cielętach w wieku 1-16 dni (badanie 1) oraz 100 cielętach w
wieku 1-19 dni (badanie 2) z ostrą biegunką. W badaniu 1 bakteriemia występo-
wŃal 3I%o zwierząt w badaniu 2 tl,24'ń chorych zwierząt. Escherichia coli
stanowiła 5l % izolowanych izolal§yl, inne gram ujemne pałeczki jelitowe 25,5%,
gram ujemne beztlenowce 5,9%o, gram dodatnie zialrriaki 11,8%, gram dodatnie
laseczki 5,9%o. Sredni wiek cieląt u których występowała bakteriemia wynosił
5,5 dni, zaś bez bakteriemii 7,5 dni, średni poziom surowiczych IgG był zna-
miennie niższy u cieląt z bakteriemią (I,146 gll) niżeli u cieląt bez bakteriemii
(3,077 gll). Smiertelność w gnrpie cieląt z bakteriemią wynosiła 57,4oń, bez
bakteriemii 15,1%. 
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