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Polymerase chain reaction in diagnosis of equine herpesvirus-1 miscarriage

Summary

The nested PCR technigue (Borchers and Slater, 1993) was applied for the diagnosis of EHV-1 infections.
DNA samples were isolated from livers of miscarried fetuses or dead foals. After amplification we detected
EHYV-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 FAT
and allows verification of inconclusive results of antigen detection. PCR is also suitable for detection of EHV-1
specific sequences in archival samples frozen up to 3 years. ~

7 zakaznym wirusowym ronieniem klaczy (rhino-
pneumonitis equorum) zwiazane sa dwa czynniki za-
kazne nalezace do rodziny Herpesviridae, podrodziny
a-herpesvirinae —herpeswirusy koni: typ 1 (Equid her-
pesvirus type 1; EHV-1)ityp 4 (EHV-4, dawniej EHV-
-1, podtyp 2) (3). Pierwszy z nich powoduje ronienia,
zakazenia gornych drog oddechowych oraz zaburze-
nia neurologiczne, natomiast drugi odpowiedzialny jest
gtéwnie za zakazenia gornych drog oddechowych, cho¢
okazjonalnie izolowany byt takze z przypadkow po-
ronien (13-15). Z ckonomicznego punktu widzenia,
najwigksze znaczenie maja zakazenia EHV-1 przebie-
gajace z poronieniem, wystepujace u zrebnych klaczy.

Zakazne wirusowe ronienie klaczy (wzrk) stwier-
dzano w Polsce poczawszy od lat czterdziestych (8,
18) do chwili obecnej (9). Do niedawna diagnostyka
laboratoryjna wzrk opierata si¢ na: a) badaniu histo-
patologicznym tkanek poronionego ptodu (ciatka wire-
towe Dimocka), b) immunofluorescencyjnym wykry-
waniu wirusowego antygenu w histopatologicznych
skrawkach z narzadéw wewngtrznych poronionych
ptoddw, ¢) izolacji wirusa w hodowlach komorek wraz-
liwych na zakazenie EHV, d) serologicznym badaniu
surowic pochodzacych od podejrzanych zwierzat (np.
klaczy, ktdre poronity). Diagnostyka serologiczna ma
jednak ograniczong wartos¢ ze wzgledu na wystepo-
wanie przeciwcial bedacych efektem szczepien ochron-
nych; badanie histopatologiczne i izolacja wirusa sg
natomiast technikami pracochfonnymi i stosunkowo
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dhugotrwatymi. Dlatego tez w ostatnich latach w dia-
gnostyce zakaznego ronienia klaczy zastosowano tan-
cuchowg reakcj¢ polimeryzacji (Polymerase Chain
Reaction, PCR) (1, 2, 5-7, 11, 16, 17). PCR (10), po-
przez cykliczng amplifikacj¢, pozwala na wykrycie w
odpowiedniej probee pojedynczych kopii poszukiwa-
nego (target) DNA.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki zastoso-
wania PCR do wykrywania obecnosci DNA EHV-1 w
tkankach poronionych ptodéw i zrebiat padtych w roz-
nym wieku.

Materiat i metody

Material. Badania przeprowadzono na wycinkach pluc
i watroby ptoddw poronionych w réznym czasie przed po-
rodem lub zrebiat padtych w wieku od 2 dni do 5 miesigcy.
Badaniami objeto zaréwno $wieze tkanki, dostarczane na
biezaco do Zaktadu Wirusologii, jak i probki z lat 1994-
-1996, przechowywane w temperaturze -20°C. Z probek
watroby izolowano DNA catkowity (12) 1 uzywano jako
matrycy do amplifikacji. Kontrol¢ pozytywna stanowily:
a) DNA ekstrahowany z hodowli komorek nerki krolika
RK , (ATCC) zakazonych EHV-1, szczepem RacH (19),
b) DNA ekstrahowany z hodowli komorek skdry konia (equ-
ine dermal cells, ED) zakazonej EHV-1, szczepem Austria
IV. Kontrole swoisto$ci amplifikacji stanowit DNA ekstra-
howany z hodowli komérek ED zakazonych EHV-4, szcze-
pem T252. DNA izolowany z hodowli komérek RK ;1 ED
niezakazonych wirusem stuzyt jako kontrola negatywna.
Szczepy Austria IV, T252 oraz hodowle komorek ED otrzy-
mano od dr Kerstin Borchers, Institut fiir Virologie, Freie
Universitit Berlin, Niemcy.
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PCR. Zastosowano tzw. nested PCR polegajaca na
dwodch cyklach reakeji wedtug wezesniej opracowanego
schematu (2). Uzyte startery umozliwiaja amplifikacje
typowo swoistych sekwencji genu glikoproteiny B (gB)
EHV-1, nie obserwuje si¢ natomiast amplifikacji EHV-4
(2). Startery zsyntetyzowano w firmie Ransom Hill Bio-
science, Ramona, CA, USA.

Koktajl amplifikacyjny (PCR mix) zawierat w 50 ul: 100
ng badanego DNA, 0,4 uM kazdego startera, po 0,2 mM
kazdego deoksynukleotydu (Sigma, USA), 1,5 mM MgCl”
albuming bydlqcau 1,5 jednostki polimerazy Taq (MBI Fer-
mentas, Litwa) i bufor dla polimerazy Taq (MBI Fermen-
tas). Amplifikacje przeprowadzano w termocyklerze Mi-
niCycler (MJ Research, USA), w dwoch etapach: 1. ze star-
terami zewnetrznymi, po wstepnej denauracji przez 4 min.
przy 94°C nastgpowaty 33 cykle: denaturacja 94°C przez
2 min., przytaczanie starteréw przez 2 min. przy 56°C, do-
budowanie tancucha przez 2 min. przy 72°C; amplifikacje
konczylo wydhuzanie taincucha przez 10 min. IL. produkt
powstaty w I etapie rozcieficzano 1:1000 i 1 pl reamplifi-
kowano ze starterami wewnetrznymi, w takich samych
warunkach.

Analize elektroforetyczng produktow amplifikacji prze-
prowadzano w 0,8% zelu agarozowym (Sigma) z dodat-
kiem bromku etydyny, w buforze TBE (Tris, Borate, EDTA)
przy 10V/em przez 45 minut. Do okre$lania wielkosci pro-
duktéw amplifikacji uzywano wzorzec masowy DNA fir-
my Sigma, nr kat. P-9577.

Immunoflorescencja. Wykonywano skrawki mrozenio-
we z narzadow wewngetrznych poronionych ptodow i pa-
dtych zrebiat, ktére po utrwaleniu w acetonie barwiono
koniugatem fluorescencyjnym Gamakon, firmy Bioveta
Nitra (Republika Czeska), zgodnie z zaleceniami produ-
centa.

Wyniki i omdwienie
Wyniki T etapu amplifikacji DNA izolowanego z
watrob poronionych ptodéw i padtych zrebiat oraz
DNA zakazonych i niezakazonych hodowli komorko-

wych przedstawia ryc. 1. W pozytywnych probkach
kontrolnych (prébki 11, 13, 14) stwierdzano amplifi-

Ryc. 1. Wyniki pierwszego etapu amplifikacji DNA izolowa-
nego z watrob poronionych plodow i padlych zrebiat
Objasnienia: 1-4, 6, 8-9 - DNA izolowane z watrob poronionych
ptodow; 517 — DNA izolowane z watrob padtych zrebiat; 10112
— DNA izolowane z niezakazonych wirusem hodowli komoérko-
wych RK,. i ED; 11 — DNA izolowane z hodowli komorkowej
RK,, za!ﬂzunq szczepem EHV-1 RacH; 13-14 — DNA izolowa-
ne z Thodowli komérkowych ED zakazonych szezepami EHV-I
Austria [V i EHV-4 T252.
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Ryc. 2. Wyniki reamplifikacji probek DNA, w ktérych w
pierwszym etapie nie stwierdzono widocznych produktow
amplifikacji

Objasnienia: 1, 3, 5-6 — DNA izolowane z watrob poronionych
ptodow; 214 — DNA izolowane z watréb padtych Zrebiat; 719 —
DNA izolowane z niezakazonych wirusem hodowli kom(')rkowych
RK i ED; 8 — DNA izolowane z hodowli komorkowej RK, ;
kazoneJ szczepem EHV-1 RacH; 10-11 — DNA izolowane 7 ho-
dowli komérkowych ED zakazonych szczepami EHV-1 Austria
IV i EHV-4 T252.

Tab. 1. Poréwnanie wynikéw badania poronionych plodéw i padlych Zrebiat w kierunku EHV-1 metodami PCR i IF w latach

1995-1997

Badany materiat Liczba og6tem
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kacje fragmentu o oczekiwanej wielkosci 1.88 kb. Taki
sam fragment uzyskano w prébkach 1-3. Probki 4-9,
w ktorych w pierwszym etapie amplifikacji nie stwier-
dzono, poddano reamplifikacji ze starterami wewnetrz-
nymi. Wyniki drugiego etapu ilustruje ryc. 2. W pozy-
tywnych prébkach kontrolnych (probki 8, 10, 11) uzy-
skiwano amplifikacj¢ fragmentu o dhugo$ci 1.28 kb.
Fragment o tej samej dtugosci widoczny jest w bada-
nych prébkach 1 12. W obu etapach PCR nie stwier-
dzano amplifikacji w kontrolnych probkach negatyw-
nych oraz w kontroli swoistosci reakcji.

Ogodlem przebadano materiat pochodzacy od 15
poronionych ptodéw oraz od 6 padtych zZrebiat (tab. 1).
Zaobserwowane rozbieznosci wynikoéw PCR i immu-
nofluorescencji nie sa zaskakujace, poniewaz czutos$é
zagniezdzonej PCR dla zastosowanych starteréw okre-
slono na 1 fg wirusowego DNA, co odpowiada 3 ko-
piom genomu wirusa (2).

Zalety PCR sprawiaja, ze znajduje ona coraz szer-
sze zastosowanie w rozpoznawaniu zardwno wiruso-
wych, jak i bakteryjnych zakazen ludzi i zwierzat (4).
Wykazano na przyktad, ze mozliwa jest amplifikacja
DNA bez jego izolacji z probki (1), co dodatkowo skra-
ca czas badania. Ponadto, do uzyskania zadowalaja-
cych wynikow wirus nie musi by¢ aktywny — z powo-
dzeniem wykonywano PCR z tkanek przechowywa-
nych w bloczkach parafinowych do 3 lat (7).

Wyrazany jest takze poglad, ze jest mniej prawdo-
podobne, by takie czynniki, jak niewlasciwy sposdb
przesytania materialu do badan czy obecnos¢ przeciw-
cial neutralizujacych, pojawiajgcych sie w przebiegu
zakazenia, mogly mie¢ istotny wptyw na wynik PCR i
rozpoznanie (16). W powyzszej pracy skupiono uwa-
ge na wykrywaniu swoistych sekwencji DNA EHV-1.
PCR stwarza jednak znacznie szersze mozliwosci.
Potaczenie z analizg restrykcyjng produktéw amplifi-
kacji pozwala na réznicowanie EHV-1 1 EHV-4 (6,
17). Podobne r6znicowanie dwoch typoéw wirusa moz-
liwe jest takze dzigki zastosowaniu odpowiednio do-

Medycyna Wet. 54 (11) 1998

branych starteréw (2, 16) lub kombinacji PCR z hy-
brydyzacja (11).

Whioski

1. Ponad 50% poronien u klaczy spowodowanych
jest zakazeniami EHV-1.

2. Padnigcia zrebiat moga mie¢ zwiazek z zakaze-
niami EHV-1.

3. PCR jest metoda bardziej czutg niz immunofluo-
rescencja.

4. Trzyletni okres przechowywania probek w zamro-
zeniu nie wptywa na przydatnosé¢ DNA do amplifikacji.
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HIRVONEN J., PYORALA S.: Odpowiedz ostrej
fazy u kréow mlecznych z chirurgicznie leczonymi
zaburzeniami narzadéw jamy brzusznej. (Acute-
phase response in dairy caws with surgically-treated
abdominal disorders). Vet. J. 155, 53-61, 1998 (1)

Okreslono poziom biatek plazmy, facznie z fibrynogenem i haptoglobina,
oraz elementy komérkowe krwi u 97 kréw mlecznych przed operacja oraz po
wykonaniu zabiegu operacyjnego. Podstawa do operacji byto glownie zapalenie
czepea i otrzewnej oraz przemieszezenie trawiefica. Oznaczenie ogolnej liczby
erytrocytow, poziomu hemoglobiny, wartosci hematokrytu, liczby krwinek bia-
tych, obrazu jakosciowego krwinek biatych, poziomu albumin, globulin i hapto-
globiny nie wystarcza do prognozowania zejécia choroby. Znajomo$é¢ poziomu
fibrynogenu umozliwia monitorowanie komplikacji pooperacyjnych takich jak
np. zapalenie otrzewnej. Poziom haptoglobiny u 55% krow byt wysoki przed
zabiegiem operacyjnym i wzrastal w okresie 2-3 dni po zabiegu. Okre$lanie
wartosci tego parametru moze tez by¢ pomocne w prognozowaniu wystepowa-
nia komplikacji pooperacyjnych. Natomiast oznaczanie poziomu haptoglobiny,
fibrynogenu i globulin jest pomocne w rozpoznaniu réznicowym urazowego
zapalenia czepca i otrzewnej od innych schorzen przewodu pokarmowego.
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FECTEAU G., VAN METERE D. C., PARE J.,
SMITH B. P., HIGGINS R.,, HOLMBERG C. A.,
JANG S., GUTERBOCK W.: Bakterie wyhodo-
wane z krwi Smiertelnie chorych nowo narodzonych
cielat. (Bacteriological culture of blood from cri-
tically ill neonatal calves). Can. Vet. J. 38, 95-100,
1997 (2)

Badania przeprowadzono w lecie 1991 r. i 1993 r. w fermie liczacej ponad
1500 cielat na 90 cieletach w wieku 1-16 dni (badanie 1) oraz 100 cieletach w
wieku 1-19 dni (badanie 2) z ostra biegunka. W badaniu 1 bakteriemia wystepo-
wata u 31% zwierzat w badaniu 2 u 24% chorych zwierzat. Escherichia coli
stanowilta 51% izolowanych izolatéw, inne gram ujemne pateczki jelitowe 25,5%,
gram ujemne beztlenowce 5,9%, gram dodatnie ziarniaki 11,8%, gram dodatnie
laseczki 5,9%. Sredni wiek cielat u ktérych wystepowala bakteriemia wynosit
5,5 dni, zas bez bakteriemii 7,5 dni. sredni poziom surowiczych IgG byt zna-
miennie nizszy u cielat z bakteriemia (1,146 g/1) nizeli u cielat bez bakteriemii
(3,077 @/1). Smiertelnos¢ w grupie cielat z bakteriemia wynosita 57,4%, bez
bakteriemii 15,1%.
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