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Summary

A nested PCR was used to detect EHV-2 genomic DNA in equine peripheral blood leukocytes. Blood samples
came from clinically healthy horses as well as from animals with upper respiratory tract disorders and from
foals suffering from bronchopneumonia. Primers were specific for the sequence located upstream from the
sequence homologous to the human IL-10-like gene. Concurrently, the virus was isolated by leukocytes co-
cultivation in equine dermal cell culture, Viral DNA was detected in 22 out of 29 samples which came from
healthy horses as well as from animals with upper respiratory tract disorders and from foals with bronchop-
neumonia. A virus-specific produet of 621 bp in length was observed only after the second round of amplifica-
tion. The virus was isolated from 6 PCR-positive and 2 PCR negative leukocyte samples. CPE in ED cell
cultures usually appeared within 48 hours after infection in the form of syncytia and intranuclear inclusion
bodies. Additionally, the PCR technique with primers specific for the gB gene of EHV-2 was used to identify
0 virus strains isolated in 1996-1999. Eight strains were identified as EHV-2 — 6 from clinically healthy horses,
1 from a case of miscarriage and 1 from a horse with a neurological disorder.
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Ko jest naturalnym gospodarzem przynajmniej pig-
ciu wirusow z rodziny Herpesviridae. Trzy z nich —
EHV-1, EHV-3 i EHV-4 - nalezg do podrodziny -
herpesvirinae, dwa pozostate natomiast — EHV-2 i
EHV-5 — zaliczono ostatnio do podrodziny y-herpe-
svirinae (20). Z ekonomicznego punktu widzenia naj-
wieksze znaczenie majq zakazenia wirusem zakazne-
go ronienia klaczy (EHV-1), powodujacym objawy ze
strony goérmych drog oddechowych, zaburzenia neuro-
logiczne i poronienia u cigzarnych klaczy (cyt. 1). Typ
4 wirusa odpowiedzialny jest glownie za infekcje gor-
nych drég oddechowych (cyt. 9). O ile rola EHV-1 i
EHV-4 w patogenezie zakaznego ronienia klaczy i
rhinopneumonitis jest wyraznie okreslona, znaczenie
dwoch opisanych dotad y-herpesviruséw — EHV-2 i
EHV-5 — jest stabo poznane.

Jak dotad, najwiecej uwagi poswigcono EHV-2.
Przyjmuje si¢, ze wywotuje on immunosupresjg, ob-
jawy zapalenia ptuc lub gornych drég oddechowych,
zapalenie spojowek i ogdlne pogorszenie kondycji
zwierzecia (4, 5,15, 21). Jednak zdolno§¢ EHV-2, jako
czynnika pierwotnego, do wywolywania objawow cho-
robowych pozostaje nie wyjasniona, izoluje si¢ go
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bowiem réwniez od koni nie wykazujacych objawow
klinicznych (11, 22). W przebiegu zakazenia doswiad-
czalnego dochodzi wprawdzie u Zrebiat do zapalenia
gardta, jednak u dorostych koni wirus nie wywoluje
widocznych objawow (18). Wskazywatoby to, iz EHV-
2 jest czynnikiem slabo patogennym, ,,promujacym”
raczej zakazenia wtorne, np. Rhodococcus equi(4, 13,
15), niz bezposrednio odpowiedzialnym za konkretng
jednostke chorobowa.

W badaniach nad latentnymi zakazeniami EHV-1 1
EHV-4 zaobserwowano rowniez, ze reaktywacji testo-
wych szczepdw a-herpeswiruséw towarzyszyta zwy-
kle izolacja EHV-2, sugerujaca jego udzial w reakty-
wacji tych typow a-herpeswirusow (23).

Wystepowanie EHV-1 w Polsce stwierdzano wie-
lokrotnie (2, 8, 18). Wykazano roéwniez, ze doS¢ znacz-
ny odsetek klinicznie zdrowych koni jest bezobjawo-
wymi, latentnie zakazonymi, nosicielami wirusa (3).
Dotychczasowe badania nie obejmowaly jednak innych
typow herpeswirusow — EHV-4, EHV-2 i EHV-5 — i
trudno jest oceni¢ ich udzial w patogenezie zakazen
gérnych drog oddechowych u koni.

Celem przeprowadzonych badan byto:

— okreslenie wystepowania EHV-2 w Polsce,

— jzolacja krajowych szczepéw EHV-2 w hodow-
lach komérkowych,



— identyfikacja izolowanych wczesniej od koni
szczepOw herpeswirusow.

Materiat i metody

Badaniem objg¢to probki krwi obwodowej pochodzace
od koni podzielonych na trzy grupy: 1 — nalezace do wia-
$cicieli indywidualnych z terenu wojewodztwa mazowiec-
kiego, 2 — wy$cigowe oraz 3 — zrebigta 1 konie ze stadniny
S. U 17 zwierzat w grupie 1 nie obserwowano zadnych
objawow klinicznych. Sposrod 6 koni w grupie 2, w chwili
pobierania probek u 5 wystepowaty objawy w postaci kasz-
lu, natomiast wszystkie zwierzeta z grupy 3 (4 Zrebigta uro-
dzone w I potroczu 2000 1. i 2 konie w wieku 1 roku), w
wieku od 1 do 3 miesi¢ey przebyly odoskrzelowe, niezyto-
wo-ropne zapalenie phuc.

Krew pobierano do probéwek wirowkowych zawieraja-
cych 2x pltyn RPMI z dodatkiem heparyny. Leukocyty izo-
lowano przez wirowanie przez 30 min. na warstwie 60%
preparatu Percoll w RPMI (12). Komdrki gromadzace si¢
na granicy faz zbierano, ptukano RPMI i liczono. Z czgsci
leukocytow ekstrahowano DNA i wykonywano zagniezd~zo-
na PCR (nested PCR; nPCR) ze starterami specyficznymi
dla regionu genomu EHV-2 zlokalizowanego powyzej
otwartej ramki odezytu kodujacej produkt homologiczny
dlaludzkiej IL-10 (6). Z pozostatych leukocytow wirus izo-
lowano przez kokultywacje w hodowlach komorek skory
konia (equine dermal cells, ED, ATCC CCLS57). Zawiesi-
ny zawierajace 107 leukocytow dodawano do 24-godzin-
nych hodowli komérek ED i inkubowano 4-5 dni w tempe-
raturze 37°C lub do wystapienia efektu cytopatycznego
(CPE). W przypadku braku CPE wykonywano pasaz ho-
dowli. Jesli CPE nie wystepowal w trzech kolejnych pasa-
zach hodowli, wynik izolacji uznawano za ujemny.

Ponadto, technika PCR ze starterami specyficznymi dla
genu gB EHV-2 (16) zbadano 9 izolatow uzyskanych w
latach 1996-1998. Szczepy te izolowano z leukocytéw krwi
obwodowej koni w sposob wyzej opisany, a badanie tech-
nika PCR ze starterami specyficznymi dla EHV-11 EHV-4
wykluczyto ich przynaleznosé do tych dwaoch typow.

Wyniki i omdwienie

Przyktad amplifikacji DNA leukocytarnego techni-
ka nPCR przedstawia ryc. 1. Sposrod 29 przebadanych
w ten sposob probek krwi, w 22 przypadkach produkt
o oczekiwanej wielkosci 621 par zasad (pz), specy-
ficzny dla EHV-2, obserwowano wytacznie po II tu-
rze amplifikacji. Wirus izolowano 1n vitro z 8 probek
PCR-dodatnich 1 2 PCR-ujemnych. Efekt cytopatycz-
ny pojawial si¢ zwykle w 2 lub 3 pasazu hodowli 1
przejawial si¢ powstawaniem wyraznie odgraniczo-
nych tysinek otoczonych powigkszonymi, silnie zata-
mujacymi swiatto komérkami. W hodowlach barwio-
nych hematoksylina-eozyng w 48-72 godziny po za-
kazeniu wyizolowanymi szczepami obserwowano po-
wstawanie syncytiow i wewnatrzjadrowych ciatek
wtretowych (ryc. 2).

Sumaryczne wyniki badania PCR i izolacji wirusa,

zuwzglednieniem pochodzenia zwierzat, przedstawia
tab. 1.
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Ryc. 1. Wyniki I rundy (A) i II rundy (B) amplifikacji DNA
leukocytarnego ze starterami specyficznymi dla IL-10. 1 -
wzorzec masowy DNA, prazki co 100 bp; 2 — kontrola pozytyw-
na, DNA EHV-2 (T400); 3-10 — DNA ekstrahowany z leukocy-
tow krwi obwodowej
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Ryc. 2. Efekt cytopatyczny w hodowli komérek ED w 72 go-
dziny po zakazeniu EHV-2 (izolat R43) pochodzacym od zwie-
rzecia nie wykazujacego objawow klinicznych. S — syncytium,
czarne strzatki wskazujg wewnatrzjadrowe ciatka wirgtowe (pow.
200x%, barwienie H-E)

Badanie nPCR ze starterami specyficznymi dla genu
gB wykazalo, ze 8 z 9 izolatéw uzyskanych w latach
1996-1999 nalezato do typu 2 (ryc. 3). Sposrod 8 wy-
izolowanych szczepow 6 pochodzito od zwierzat zdro-
wych (2 konie whascicieli indywidualnych, 2 hodow-
lane ze stadnin i 2 konie wyscigowe), natomiast jeden
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Rye. 3. Wyniki identyfikacji szezepéw izolowanych w latach
1996-1999, amplifikacja ze starterami specyficznymi dla genu
gB EHV-2. | — kontrola negatywna, DNA z hodowli komérko-
wej ED nie zakazonej; 2-4 — kontrole specyficznosci reakcji — 2-
DNA z hodowli ED zakazonej EHV-4 (T252), 3-DNA z hodowli
zakazonej EHV-1 (AIV), 4 — DNA z hodowli ED zakazonej EHV-
5 (KB/P48); 5 — wzorzec masowy DNA, prazki od 1000 bp co
100 bp; 6 — kontrola pozytywna, DNA EHV-2 (T400); 7-15 —
probki badane, DNA z hodowli ED zakazonych szczepami izo-
lowanymi przez kokultywacje¢

Tab. 1. Sumaryczne wyniki wykrywania EHV-2-specyficznych
sekwencji w leukocytach krwi obwodowej koni technika ne-
sted PCR iizolacji wirusa w hodowlach komérkowych

Grupa | i | PORlg | PCR#fualacia | PCR-fuolacia
1 17 13/4 4 1
2 6 472 0 0
3 6 5N 4 1

razem 29 22 8 2

Objasnienia: grupa 1 —konie z gospodarstw indywidualnych, gru-
pa 2 —konie wyscigowe, grupa 3 — zrebigta i jednolatki ze stadni-
ny S

szczep wyizolowano od zwierzecia z objawami ner-
wowymi w postaci niezbornosci ruchowej i jeden od
klaczy, ktora poronita w 6 miesiacu ciazy.

Pierwszych izolacji herpeswiruséw z leukocytow
krwi obwodowej koni dokonano w Pracowni Wiruso-
logii zakladu Wirusologii, Mykologii i Immunologii
w latach 1996-1998, podczas badan nad latentnymi
zakazeniami EHV-1 (Banbura i wsp. dane nie publi-
kowane). Uzyskane wtedy szczepy prébowano, bez
powodzenia, identyfikowa¢ technikgq PCR ze startera-
mi specyficznymi dla EHV-1 i EHV-4. Zastosowanie
natomiast starterow specyficznych dla EHV-2 pozwo-
lito zaliczy¢ je do typu 2 i od 1999 r. prowadzone sa
badania ukierunkowane na wykrywanie tego y-herpes-
wirusa.

Znaczna czes$¢ izolowanych dotychczas w Pracow-
ni Wirusologii szczepdéw pochodzi od zwierzat nie
wykazujacych objawow klinicznych (grupa 1 oraz 6
szczepOw izolowanych w latach 1996-1999). Biorac

pod uwage, ze EHV-2, podobnie, jak inne herpeswi-
rusy, zdolny jest do ustalania zakazenia latentnego w
limfocytach B (8) wymk taki nie jest zaskakujacy 1
potwierdza wczesniejsze obserwacje.

Na szczegblng uwage zashuguja te przypadki wy-
stepowania EHV-2, ktore powigza¢ mozna z konkret-
nymi objawami klinicznymi. Sposréd 6 koni wysci-
gowych (grupa 2) technika nPCR obecnos¢ wirusa
stwierdzono u 4 koni, w tym u jednego nie wykazuja-
cego Zadnych objawdéw. Na podstawie tych danych
trudno oceni¢, czy za objawy ze strony gornych drog
oddechowych u tych zwierzat odpowiedzialny byt
EHV-2, nie wyizolowano bowiem wirusa in vitroinie
wykonywano innych badan diagnostycznych. Biorac
jednak pod uwage, ze wirus ten izolowany jest czg-
$ciej u koni z objawami ze strony uktadu oddechowe-
go niz od zwierzat klinicznie zdrowych (14), ewentu-
alno$¢ ta powinna by¢ brana pod uwage.

Sposrod 6 koni ze stadniny S. (grupa 3), ktore prze-
byty zapalenie ptuc, EHV-2 stwierdzono u wszystkich
zwierzat —u 5 technika nPCR iu 1 przez izolacje¢ wi-
rusa. Cho¢ bezposrednia przyczyna zapalenia ptuc nie
zostala laboratoryjnie potwierdzona, z wywiadu wy-
nikato, ze w stadninie tej notowano wczesniej u zre-
biat zakazenia Rhodococcus equi. Na obecnym etapie
badan trudno jest jednoznacznie powiazac¢ zakazenie
tym drobnoustrojem z wystgpowaniem wirusa. Zwa-
zywszy jednak, ze zaleznos¢ miedzy rodokokoza a
zakazeniem EHV-2 wykazali inni autorzy (13), skoja-
rzenie takie nie jest pozbawione podstaw. Potwierdze-
nie tej tezy wymaga jednak przeprowadzenia dalszych
badan, ukierunkowanych na wykrywanie zar6wno
Rhodococcus equi, jak 1 EHV-2.

Sposrod 8 szeczepow izolowanych w latach 1996-
1999 jeden pochodzit od zwierzgcia wykazujacego
objawy nerwowe w postaci niezbornosci ruchowe;.
Réwniez i w tym przypadku trudno jest jednoznacz-
nie rozstrzygnac, czy objawy kliniczne spowodowane
byly zakazeniem wirusowym. Mozliwos¢ taka powin-
na by¢ jednak brana pod uwagg, gdyz EHV-2 wyka-
zuje neurotropizm (17) i znane s przypadki zaburzen
nerwowych zwigzanych z zakazeniem tym wirusem
(6). Nie ma tez bezposredniego dowodu, ze w jedy-
nym, jak dotad, zanotowanym przypadku poronienie
bylo rezultatem zakazenia EHV-2, bowiem wirus izo-
lowano z leukocytow krwi obwodowej klaczy, a nie z
narzadéw wewnetrznych ptodu. Jednak zjawisko ta-
kie obserwowano wczesniej (11) 1, biorac pod uwagg,
7e poronieniu nickoniecznie towarzyszy¢ musi obec-
no$¢ wirusa w tkankach plodu (19), hlpoteza 0 wiru-
sowej przyczynie poronienia wydaje si¢ prawdopodob-
na.

W dwoch przypadkach wirus izolowano z PCR-
ujemnych probek leukocytéw. Podobne zjawisko opi-
sali weze$niej inni autorzy (6) i rozbieznos¢ ta mogla
wynikac z relatywnie matej ilosci leukocytarnego DNA
uzytego do amplifikacji w poréwnaniu do liczby ko-
morek uzytych do izolacji wirusa.



Mimo do$¢ wyraznych powigzan EHV-2 z réZnymi
syndromami chorobowymi u koni (6), udziat tego wi-
rusaw patogenezw zakazen herpesw1rusam1 koni cia-
gle pozostaje niejasny, a rozwigzanie tego zagadnie-
nia utrudnione jest dodatkowo przez duze zrdéznico-
wanie antygenowe wirusa i réznice w tropizmie po-
szczegllnych szczepow. Na przyktad w zakazeniu
szczepem izolowanym w przypadku kerafokonjuncti-
vitis wirus stwierdzano wylacznie w worku spojow-
kowym, podczas gdy szczep pochodzacy z przypadku
zakazenia gornych drog oddechowych wykazywany
byt w tkance limfoidalnej, ptucach, worku spojowko-
wym, zwoju trojdzielnym i opuszce wechowej (7).

Przedstawione wyniki uzupetniajg listg wirusow
powodujacych zakazenia u koni w Polsce. Jednak za-
kres przeprowadzonych dotychczas w Pracowni Wi-
rusologii badan nie pozwala na wyciaganie zbyt dale-
ko idacych wnioskéw 1 na obecnym etapie mozliwe
jest jedynie formulowanie ostroznych hipotez. Nato-
miast wykazana wysoka czgstos¢ wystepowania EHV-
2 u zdrowych zwierzat oraz prawdopodobny (cho¢ nie
w pelni potwierdzony) zwiazek zakazenia tym wiru-
sem z zakazeniem Rhodococcus equi oraz wystepo-
waniem obj awow ze strony uktadu nerwowego, odde-
chowego i ronieniem w petni uzasadnia podjecie dal-
szych prac zmierzajacych do wyjasnienia znaczenia

tego wirusa w patologii koni.
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VAN STRATEN M., FRIEGUT O., EVEN-TOR B.:
Ognisko niesztowicy u wielbladéow w Izraelu. (Out-
break of contagious ecthyma in camels in Israel).
Vet. Rec. 148, 150-151, 2001 (5)

W 1998 r. objawy wyptysku skémego wystapity u 2 osobnikéw w stadzie
150 wielbtgdow. Szybko zmiany chorobowe objety 90% zwierzat. Poczatkowo
chorowaly zwierzeta dorosle, nastepnie mtode. Przy tak duzej zachorowalnosci
brak byto wypadkéw $miertelnych. Zmiany chorobowe w formie grudek i krost
byty zlokalizowane na skérze wokot warg i otwordw nosowych. Niekiedy zmie-
niaty sie one w strupy i rozwijaly si¢ wtome infekcje bakteryjne. Czgsto wyste-
powat obrzek podzuchwowych wezlow chlonnych. U czedci zwierzat choroba
przebiegata w postaci uogdlnionej, w ktorej zmiany chorobowe wystepowaty na
szyi, bokach tutowia, klatce piersiowej i konezynach. Ze strupédw wyizolowano
parapoxvirus.

G

GRAHAM D. A., CULVERT V., GERMAN A,
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Do rodzaju Pestivirus (rodzina Flaviviridae) nalezy wirus biegunki bydta
(BVD) typ 11 II, choroby granicznej oraz klasycznego pomoru $win. Przebadano
serologicznie surowice owiec i koz z terendw Irlandii Poinocnej na obecnosé
przeciwcial dla pestiwiruséw. Testem ELISA stwierdzono przeciwciata dla wi-
rusa choroby granicznej u 49 (5,3%) z 918 owiec pochodzacych z 28 (30,4%) na
92 badanych stad. Nie wystgpowala zaleznos¢ pomigdzy odsetkiem stad reagu-
jacych pozytywnie i obecno$cia bydta w farmach. W stadzie reagujacych pozy-
tywnie odsetek-zwierzat reagujacych pozytywnie wahat si¢ od 17,5% do 40,0%
Badanie poréwnawcze 14 surowic dodatnich w kierunku przeciwciat dla wirusa
BVD I wykazato we wszystkich przypadkach niskie miana, Dwadziescia (2,9%)
z 680 surowic §win z 46 stad wywieralo dziatanie cytotoksyczne, zas 660 suro-
wic reagowalo w odczynie seroneutralizacji z antygenem wirusa choroby gra-
nicznej. Miano przeciwcial dla BVD 1 bylo czterokrotnie wyzsze anizeli dla
wirusa choroby granicznej.
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