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Koń j est naturalnym go spo darzem przynaj mnie; pt ę-
ciu wirusów z rodziny Helpesviridae. Trzy z ntch -
EHV-1, EHV-3 i EHV-4 - należądo podrodziny cl-
herpesvirinae, dwa pozostałe natomiast - EHV-2 i
EHV-5 - zaliczono ostatnio do podrodziny y-herye-
svirinae(2O). Z ekonomicznego punktu widzenia naj-
w i ęk s z e znac zęnlę maj ą zakażeni a wiru s e m zakaźne -
go ronienia klaczy (EHV-1), powodującym objawy ze
strony gómych dró g o ddechowych, zablr zęnia neuro -

rh i n opn e um on i ti s j est wy r ażnte okre ślona, znaczentę
dwóch opisanych dotąd 7-herpesvirusów - EHV-2 i
EHV-5 - jest słabo poznane.

Jak dotąd, najwięcej uwagi poświęcono EHV-2.
Przyjmuje się, ze wywołuje on immunosupresję, ob-
jawy zapalenia płuc lub
zapalenie spojówek i o
zwierzęcia (4, 5, \ 5, 2l).
czynnika pierwotnego, do q,rvoĘwania objawów cho-
robowych pozostaje nie wyjaśniona, izoluje się go

bowiem również od koni nie wykazujących objawów

jednostkę chorobową.- 
W badaniach nad latentnymi zakażeniami EHV-1 i

EHV-4 zaob s erwowano równie ż, że r eaktywa cj i te s to -

wych szczęp ow a -herp e swirus ów tow ar zy szyła zwy -

kle izolacja EHV-2, sugerująca jego udział w reakty-
wacji tych typów a-herpeswirusów (23).

Występowanie EHV-I w Polsce stwierdzano wie-
lokrotnie (2, 8, 18). Wykazano równiez, że dość zuacz-
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identyfikacja izolowanych wcześniej od koni
szczep ów herp e swirus ów.

Matetiał imetody
Badaniem objęto próbki krwi obwodowej pochodzące

od koni podzielonych na trzy grupy: I należące do wła-
ścicieli indywidualnych z terenu województwa mazowiec-
kiego, 2 wyścigowe oraz 3 - źrebięta i konie ze stadniny
S. U 17 zwierząt w grupie 1 nie obserwowano żadnych
objawów klinicznych. Spośrod 6 koni w grupie 2, w chwili
pobierania próbek u 5 występowały objawy w postaci kasz-
lu, natomiast wszystkie zwierzętaz grupy 3 (4 źrebięta uro-
dzone w l półroczu 2000 r. i 2 konie w wieku l roku), w
wieku od 1 do 3 miesięcy przebyły odoskrzelowe, niezyto-
wo-ropne zapalenie płuc.

Krew pobierano do probówek wirowkowych zawierają-
cych2x płyn RPMI z dodatkiem heparyny. Leukocyty izo-
lowano przez wirowanie przez 30 min. na warstwie 600%

preparatu Percoll w RPMI (12). Komórki gromadzące się
na granicy faz zbteranq płukano RPMI i liczono. Z części
leukocytów ekstrahowano DNA i wykonlłvano zagnieżdżo-
ną PCR (nested PCR; nPCR) ze starterami specyficznymi
dla regionu genomu EHV-2 zlokaltzowanego powyzej
otwartej ramki odczytu kodującej produkt homologiczny
dla ludzkiej IL-10 (6). ZpozostĘch leukocytów wirus izo-
lowano przez kokultywację w hodowlach komórek skóry
konia (equine dennal cells, ED, ATCC CCL57). Zawiesi-
ny zawierające 107 leukocytów dodawano do 24-godzin-
nych hodowli komórek ED i inkubowano 4-5 dni w tempe-
raturze 37'C lub do wystąpienia efektu cytopatycznego
(CPE), W przypadku braku CPE wykon}.wano pasaz ho-
dowli. Jeśli CPE nie występował w trzech kolejnych pasa-
żach hodowli, wynik tzolacji uznawano za ujemny.

Ponadto, technikąPCR ze stafterami specyficznymi dla
genu gB EHV-2 (16) zbadano 9 izolatów uzyskanych w
latach 1996-1998. Szczepy te izolowano z leukocytów krwi
obwodowej koni w sposób wyzej opisany, a badanie tech-
nikąPCR ze starlerami specyficznymi dla EHV-1 i EHV-4
wykluczyło ich przynależność do tych dwóch typów.

Wyniki iomówienie
P r zykład amp li f,rkacj i DNA l euko cytarne go te chni -

kąnPCR przedstawia ryc. 1, Spośród 29 przebadanych
w ten sposób próbek krwi, w 22przypadkach produkt
o oczekiwanej wielkości 62I par zasad (pz), specy-
ftczny dla EHV-2, obserwowano wyŁącznie po II tu-
rze amplifikacji. Wirus izolowano in vitroz 8 próbek
PCR-dodatnich i 2 PCR-ujemnych, Efekt cytopaĘcz-
ny pojawiał się zwykle w 2lub 3 pasażu hodowli i
przejawtał się powstawaniem vnryr aźnie odgraniczo-
nych łysinek otoczonych powiększonymi, sllntę zała-
mującymi światło komórkami. W hodowlach barwio-
nych hematoksyliną-eozynąw 48-72 godziny po za-
każeniu wyizolowanym i szczep ami ob s erwowano p o -

wstawanie syncytiów i wewnątrzjądrowych ciałek
wtrętowych (ryc.2).

Sumaryczne wyniki badania PCR i izolacjt wirusa,
z uw z ględni eni em p o cho dz eni a zw ier ząt, prz e dstawi a
tab. 1.

Ryc. 1. Wyniki I rundy (A) i II rundy (B) amplifikacji DNA
leukocytarnego ze starterami specyficznymi dla IL-l0. 1 -
wzlrzęcmasowy DNA, prążki co 100 bp; 2 kontrolapozytyw-
na, DNA EHY-2 (Ta00); 3-10 DNA ekstrahowany z leukocy-
tów krwi obwodowej
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Ryc. 2. Efekt cytopatyczny w hodowli komórek ED w 72 go-
dziny po zakażeniu EHV-2 (izolat R43) pochodzącym od zwie-
rzęcia nie wykazującego objawów klinicznych. S - syncytium,
czamę strzałki wskazują wewnątrzjądrowe ciałka wtrętowe (pow
200x, barwięnie H-E)

Badanie nPCRze starterami specyficznymi dla genu
gB wykazało, ze 8 z9 izolatow uzyskanych w latach
1996-1999 na|ężało do typu 2 (ryc.3). Spośród 8 wy-
izolowanych szczepów 6 pochodziło od zwierzątzdro-
wych (2 konie właścicieli indywidualnych, 2 hodow-
lane ze stadnin i 2 konie wyścigowe), natomiast jeden



Ryc. 3. Wyniki identyfikacji szczepów izolowanych w latach
l996-1999, amplifikacja ze starterami specyficznymi dla genu
gB EHV-2. 1 - kontrola negatywna, DNA z hodowli kol-rrórko-
wej ED nie zakażonej;2-4 kontrole specyficzności reakcji - 2-
DNA z hodowli ED zakażonej EHV-4 (T252),3-DNA z hodowli
zakażonel EHV- 1 (AIV), 4 DNA z hodowli ED zakażonej EHV-
5 6B/Pa8); 5 -wzorzec masowy DNA, prążki od 1000 bp co
100 bp; 6 - kontrola pozytywna, DNA EHV-2 (T400); 7-15
próbki badane, DNA z hodowli ED zakażonych szczepami izo-
lowanymi przez koku ltywację

Tab. 1. Sumaryczne wyniki wykrywania EHV-2-specyficznych
sekwencji w leukocytach krwi obwodowej koni techniką ne-
sted PCR i izolacji wirusa w hodowlach komórkowych

Objaśnienia: grupa 1 konie z gospodarstw indywidualnych, gru-
pa2 konie wyścigowe, grupa 3 źreblęIa i jednolatki ze stadni-
nyS

szczep wyizolowano od zwierzęcia Z objawami ner-
wowymi w postaci niezbomości ruchowej i jeden od
klaczy, która poroniła w 6 miesiącu ciązy.

Pierwszych izolacji herpeswirusów z leukocytów
krwi obwodowej koni dokonano w Pracowni Wiruso-
logii zakładu Wirusologii, Mykologii i Immunologii
w latach 1996-1998, podczas badań nad latentnymi
zakażęnlami EHV-I (Bańbura i wsp. dane nie publi-
kowane). Uzyskane wtedy szazepy próbowano, bez
powo dzenia, identyfikowaó te chniką P CR ze startęr a-
mi specyficznyml dla EHV-1 i EHV-4. Zastosowanie
natomiast starterów specyfi cznych dla EHV -2 p ozwo -

ltło zaltczyć je do typu2 i od 1999 r. prowadzone są
badania ukierunkowane na wykrywanie tego 7-herpes-
wirusa.

Znaczna część izolowanych dotychczas w Pracow-
ni Wirusologl szczępów pochodzi od zwierząt nte
wykazujących objawów klinicznych (grupa I oraz 6
szczepów izolowanych w latach 1996,1999). Biorąc

pod uwagę, żę EHY-2, podobnie, jak inne herpeswi-
rusy, zdolny jest do ustalania zakażenta latentnego w
limfocytach B (8), wynik taki nie jest zaskakujący i
potwierdza wcześniej sze obsetwacj e.

Na szczególną uwagę zasługują te przypadki wy-
stęp owania EHV -2, które powi ązaó mo żna z konkret-
nymi objawami klinicznymi, Spośród 6 koni wyści-
gowych (grupa 2) techniką nPCR obecność wirusa
stwierdzono u 4 koni, w tym u jednego nie wykazują-
cęgo żadnych objawów. Na podstawie tych danych
trudno ocenić, czy za objawy ze strony górnych dróg
oddechowych u tych zwlerząt odpowiedzialny był
EHV-2, nie wyizolowano bowiem wirusa in vitrotnte
wykonywano innych b adań diagno styc zny ch. B iorąc
jednak pod uwagę, że wirus ten izolowany jest czę-
ściej u koni z objawami ze strony układu oddechowe-
go ntż od zwterząt klinicznie zdrowych (14), ewenfu-
alnośó ta powinna byó brana pod uwagę.

Spośród 6 koni ze stadniny S. (grupa 3), które prze-
byĘ zapalenie płuc, EHY-2 stwierdzono u wszystkich
zwierząt- u 5 technikąnPCR iu I przez izolację wi-
rus a. Cho ć b e zp o śre dn la przy czyna zap alenia płuc nie
została laboratoryjnie potwierdzona, z wyr;viadu wy-
nikało, że w stadninie tej notowano wcześniej'u źre-
bląt zakażenia RJlodococcus equi. Na obecnym etapie
badań trudno jest jednoznacznle powiązać zakażenię
tym drobnoustrojem z występowaniem wirusa. Zwa-
żywszy jednak, że zależność między rodokokozą a
zakażeniemEHv-2 wykazali inni autorzy ( 1 3 ), skoj a-

rzen:'ę takie nie j est pozbawione podstaw. Potwierdze-
nie tej tezy wymaga jednak przeprowadzenia dalszych
badań, ukierunkowanych na wykrywanie zarówno
Rhodococcus equi,jak i EHV-Z.

Spośród 8 szczepów izolowanych w latach 1996-
1999 jeden pochodził od zwterzęcia wykazującego
objawy nerwowe w postaci niezborności ruchowej.
Również i w tym przypadku trudno jest jednoznacz-
nie rozstrzygnąc, czy objawy kliniczne spowodowane
byĘ zakażeni em wirus olvym. Mo żliwo ś ć taka p owin-
na byc jednak brana pod uwagę, gdyżEHY-z wyka-
zuj e neurotrop izm (I7 ) i znane s ą przyp adk t zablrzęń
nerwowych związanych z zakażeniem tym wirusem
(6). Nie ma tęż bezpośredniego dowodu, że w jedy-
nym, jak dotąd, zanotowanym przypadku poronienie
było rezultatemzakażenia EHV-2, bowiem wirus izo-
lowano z leukocytów krwi obwodowej klaczy, anie z
narządow wewnętrznych płodu. Jednak zjawisko ta-
kie obserwowano wcześniej (11) i, biorąc pod uwagę,
że poronieniu niekoniecznie towarzyszyć musi obec-
ność wirusa w tkankach płodu (19), hipoteza o wiru-
sowej przy czynie poronienia wydaj e się prawdopodob -

na.
W dwóch przypadkach wirus izolowano z PCR-

ujemnych próbek leukocytów. Podobne zjawisko opi-
sali wcześniej inni altorzy (6) i rozbieżnośc tamogŁa
wynikać z relatywnie małej ilości leukocytarnego DNA
użytego do amplifikacji w porównaniu do liczby ko-
mórek użytych do izolacji wirusa.



Mimo dośc wyraźnych powiązańEHY-2 zrożtymi
syndromami chorobowymi u koni (6),udział tego wi-
rusa w patogeneztę zakażęńherpeswirusami koni cią-
gle pozostaje niejasny, a rozwiązanie tego zagadnte-
nia utrudnione jest dodatkowo przez duże zróżntco-
wanie anĘgenowe wirusa i różnicę w tropiźmie po-
szczególnych szczepow. Na przykład w zakażenju
szczęp em izo lowanym w przyp adku k era tok onj un c ti -
vitis wirus stwierdzano wyłącznie w worku spojów-
kowym, p o dczas gdy szczep p o cho dz ąc y z przyp adku
zakażenia górnych dró g oddechowych wykazywany
był w tkance limfoidalnej, płucach, worku spojówko-
wym, zwoju trójdzielnym i opuszce węchowej (7).

Przedstawione wyniki uzupełniają listę wirusów
powodującychzakażenia u koni w Polsce, Jędnakza-
kres przeprowadzonych dotychczas w Pracowni Wi-
rusologii badań nie pozwala na wyciągante zbyt dale-
ko idących wniosków i na obecnym etapie możliwe
jest jedynie formułowanie ostrożnych hipotez. Nato-
miast wykazana wysoka częstość występowania EHV-
2 l zdr owy ch rw ier ząt or az pr aw dop o dob ny ( cho ć ni e

w pełni potwierdzony) związek zakażenia tym wiru-
sem z zakażeniem Rhodococcus equi oraz występo-
waniem objawów ze strony układu nerwowego, odde-
chowego i ronieniem w pełni uzasadnia podjęcie dal-
szych ptac zmierzających do wyjaśnienla znaczenla
tego wirusa w patologii koni.
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VAN STRATEN M., FRIEGUT O., EVEN-TOR B.:
Ognisko niesztowicy u wielbłądów w lzraelu. (Out-
break of contagious ecthyma in camels in Israel).
Vet. Rec. 148, 150-151,2001 (5)

W 1998 r. objawy wyprysku skónrego wystąpiĘ u 2 osobników w stadzie
150 wielbłądów. Szybko zmiany chorobowe objęły 90% zwierząt Początkowo

chorowały zwlerzęta dorosłe, następnie młode. Przy tak dużej zachorowalności
brak było wypadków śmiertelnych. Zmiany chorobowe w for-rnie grudek i krost

były zlokalizowane na skórze wokół warg i otworów nosowych. Niekiedy zmie-

niĄ się one w strupy i rozwijały się wtóme infekcje bakteryjne. Często wystę-
pował obrzęk podżuchwowych węzłów chłonnych. U części zwlsrząt choroba
przebiegała w postaci uogólnionej, w której zmiany chorobowe występowaĘ na

szyi, bokach tułowia, klatce piersiowej i kończynach. Ze strupów wyizolowano
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GRAHAM D.A., CULVERT V., GERMAN A.,
MCCULLOUGH S. J. M.: Zakażenia pestiwiru§o-
we u owiec i świń w Północnej Irlandii. (Pestiviral
infections in sheep and pig§ in Northern Ireland).
Vet. Rec. I48.69-72,2001 (3)

Do rodzaju Pestivirus (rodzina F}aviviridaiy należy wirus biegunki bydła
(BVD) typ I i II, choroby granicznej oraz klasycznego pomoru świń. Przebadano
serologicznie surowice owiec i kóz z terenów Irlandii Północnej na obecność
przeciwciał dla pestiwirusów. Testem ELISA stwierdzono przeciwciała dla wi-
rusa choroby granicznej u 49 (5)%) z 91 8 owiec pocho dzących z ż8 (30,4%) na

92 badanych stad Nie występowała zależność pomiędzy odsętkiem stad reagu-
jących pozytyłvnie i obecnościąbydła w farmach. W stadzie reagujących pozy-
tyr,i,nie odsetekzwierząt reagujących pozytyłvnie wahał się od l7,5% do 40.0"ń

Badanie porównawcze l4 surowic dodatnich w kierunku przeciwciał dla wirrrsa
BVD I wykazało we wszystkich przypadkach niskie miana Dwadzieścia (2,9%)

z 680 surowic świń z 46 stad wywierało działanie cytotoksyczne, zaś 660 suro-

wic reagowało w odczynie seroneutralizacji z antygenem wirusa choroby gra-

nicznej. Miano przeciwciał dla BVD l było czterokrotnie wyższe aniżeli dla
wirlsa choroby granicznej
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