Medycyna Wet. 2006, 62 (9)

Praca oryginalna

107

Original paper

Mieszane zakazenia konskimi herpeswirusami
typu 1 2 (EHV-1 i EHV-2)*

MARCIN W. BANBURA, LUCJAN WITKOWSKI*, ANNA CHMIELEWSKA, ANNA TUCHOLSKA

Zaktad Wirusologii, Mykologii i Imnmunologii Katedry Nauk Przedklinicznych, *Zaktad Choréb Zakaznych i Epidemiologii
Katedry Nauk Klinicznych Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej SGGW, ul. Ciszewskiego 8, 02-786 Warszawa

Banbura M. W., Witkowski L., Chmielewska A., Tucholska A.
Mixed infections of equine herpes virus types 1 and 2 (EHV-1 and EHV-2)

Summary

110 blood samples from clinically healthy mares of English breed, half-blood and the Wielkopolska race
were tested for the presence of EHV-1 and EHV-2 using nested PCR. 15 samples were EHV-1-positive,
24 samples were EHV-2-positive, whereas only 4 samples were both EHV-1 and EHV-2 positive. The virus
was isolated from PBLs in equine dermal cell cultures by co-cultivation or by culture inoculation with cell
lysates derived from PBLs. A total of 14 strains were isolated from EHV-2 and EHV-1/EHV-2-positive samples.
However, all of them were identified by nPCR as being type 2. Since no EHV-1 was isolated, even from dually
infected leukocytes, it was concluded that the presence of EHV-2 does not stimulate in-vitro isolation of
EHV-1 from infected leukocytes. It is tempting to speculate that such stimulatory effects in-vivo may involve
EHV-2-induced immunosupression. Despite any possible mechanism of EHV-1 stimulation, it seems that
EHV-2 does not play a significant role in the epidemiology of EHV-1-caused miscarriages in horses since

mixed infections are rather rare.
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Zakazenia koni wywolywane przez herpeswirusy
stanowig istotny problem w praktyce weterynaryjne;j.
Najwigksze straty w hodowli powodowane sa niewat-
pliwie przez typ 1 wirusa (EHV-1, podrodzina a-her-
pesvirinae), ktory jest przyczyna zakazen gornych drog
oddechowych, zaburzeh neurologicznych 1 poronien
(1, 20). Typ 2 (EHV-2, podrodzina y-herpesvirinae)
uwazany jest natomiast za stabo patogenny — w wa-
runkach naturalnych stwierdza si¢ jego wystgpowanie
zardwno u zwierzat wykazujacych objawy zapalenia
ptuc lub gérnych drog oddechowych (5, 6, 8-10, 15,
16) czy zapalenia spojowek (11), jak i u zwierzat nie
wykazujacych zadnych objawow (10, 13, 14, 17). Dla-
tego tez wyrazany jest poglad, ze EHV-2 nie jest odpo-
wiedzialny za konkretna jednostke chorobowa, a jego
dziatanie polega na immunosupresji, co predysponuje
do wtornych zakazen bakteryjnych (5, 6, 15, 16). Za-
obserwowano rowniez, ze reaktywacji latentnego
EHV-1 od doswiadczalnie zakazonych koni towarzy-
szyta izolacja wirusa typu 2 (21). Na tej podstawie
wysunigto hipotezg, ze EHV-2 moze mie¢ wplyw na
reaktywacj¢ EHV-1, jednak zwiazek taki nigdy nie
zostat doswiadczalnie potwierdzony.

Wystgpowanie EHV-11 EHV-2 w leukocytach krwi
obwodowej stwierdzono réwniez w Polsce (3, 18),a w
badaniach in vitro wykazano, ze jednoczesne zakaze-
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nie hodowli komoérkowych dwoma typami wirusa pro-
wadzi do przyspieszenia wystgpowania efektu cyto-
patycznego powodowanego przez EHV-1 (12). Nie
wiadomo jednak, czy w warunkach naturalnych obec-
nos¢ EHV-2 w jakikolwiek sposob stymuluje reakty-
wacje¢ krazacego w srodowisku EHV-1.

Celem podjetych badan bylo okreslenie czgstosci
naturalnego wystepowania zakazen obydwoma typa-
mi wirusa oraz zbadanie wptywu obecno$ci EHV-2
na reaktywacj¢ EHV-1 in vitro.

Materiat i metody

Probki pochodzity od klaczy pelnej krwi angielskiej,
potkrwi i1 rasy Wielkopolskiej w roznym wieku. Z krwi
pobieranej do ptynu RPMI zawierajacego dodatek hepary-
ny izolowano leukocyty, z ktorych cze¢$¢ uzywano do eks-
trakcji leukocytarnego DNA (19) i wykonania PCR ze star-
terami specyficznymi dla EHV-1 (7) 1 EHV-2 (8). Pozosta-
fe leukocyty dzielono na dwie porcje i jedna z nich zamra-
zano. Swiezych leukocytow uzywano do izolacji wirusa
technika hodowli wspolnej z komoérkami linii ciagtej ED
(skory konia) (21). Wynik uznawano z ujemny, jesli w trzech
kolejnych pasazach komorek nie stwierdzano efektu cyto-
patycznego (CPE). Z leukocytéw zamrozonych i rozmro-
zonych wirus izolowano technika klasyczna, stosowana do
izolacji wirusa z tkanek poronionych ptodéow. Wynik uzna-
wano za ujemny, jesli w trzech kolejnych ,,$lepych” pasa-
zach ptynu z hodowli nie stwierdzano CPE.
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Wyniki i omowienie

Ogotem zbadano 110 prébek krwi. W 15 prébkach
technika nPCR stwierdzono wystgpowanie sekwencji
specyficznych tylko dla EHV-1, w 24 — tylko dla
EHV-2. W 4 prébkach wykazano jednoczesne wyste-
powanie obu typow wirusa. Z zadnej z probek leuko-
cytéw, w ktorych stwierdzono wystegpowanie tylko
EHV-1, wirusa nie wyizolowano. Z probek tylko
EHV-2-dodatnich wyizolowano 12 szczep6w, nato-
miast z probek wykazujacych obecnos¢ obu typoéw
wirusa uzyskano dwa izolaty, ktore jednak technika
PCR zidentyfikowane zostaly jako EHV-2. Zbiorcze
wyniki badan przedstawione zostaty w tabeli 1.

Tab. 1. Wyniki wykrywania obecnos$ci wirusa w leukocytach
krwi obwodowej badanych koni oraz jego izolacji i identyfi-
kacji technika PCR (n = 110)

Rodzaj badania EHV-1 | EHV-2 | EHV-1 + EHV-2
Wykrywanie wirusa w leukocytach
technika nPCR 19 4 .
Izolacja wirusa i identyfikacja
technika PCR ! 1 ! 2

Uzyskane wyniki wskazuja, ze w warunkach natu-
ralnych mieszane zakazenia EHV-1/EHV-2 wystg-
puja dos¢ rzadko — na 19 przypadkéw EHV-1 tylko
4 z nich wykazywaty jednocze$nie obecnos¢ EHV-2,
a wirus izolowany z dwéch z nich rowniez nalezat do
typu 2. Nie udato si¢ zatem wykazaé, ze EHV-2 wpty-
wa stymulujaco na reaktywacje in vitro EHV-1 natu-
ralnie krazacego w srodowisku. Mozna tez przypuscic,
ze opisywana przez innych autorow reaktywacja la-
tentnego EHV-1 (21) wynikala nie tyle z jednoczesnej
obecnosci EHV-2, ile z wlasciwosci wirusa uzytego
do zakazenia eksperymentalnego 1 jego adaptacji do
hodowli komoérkowej. Wiadomo skadinad, ze wielo-
krotne pasazowanie EHV-1 in vitro wplywa na wias-
ciwos$ci wirusa i prowadzi do zmian jego profilu res-
trykcyjnego (2). Nie wiadomo jednak, w jaki sposob
zmiany te wptywaja na zdolno$¢ wirusa do reaktywa-
cji w hodowli komérkowej. Nie jest tez jasne, czy brak
izolacji EHV-1 z leukocytow krwi obwodowej wyni-
ka ze stanu, w jakim wirus znajduje si¢ w leukocy-
tach, czy tez z bardzo matej jego ilosci, nie wystarcza-
jacej do izolacji. Zagadnienie to jest tym ciekawsze,
ze wirus natywny, w duzych ilo$ciach obecny w tkan-
kach poronionego ptodu, izoluje si¢ na ogdt dos¢
tatwo (4). W tym kontek$cie wytaniaja si¢ nastgpne
fascynujace pytania — czym rdznia si¢ szczepy zaadap-
towane do hodowli komorkowych in vitro od szcze-
poéw terenowych 1 w jaki sposob rdznice te wptywaja
na ich zdolno$¢ do reaktywacji z leukocytow oraz
w jakiej formie wirus wystepuje w leukocytach i czym
rozni si¢ od natywnego wirusa obecnego w tkankach
poronionych plodow.

Na podstawie uzyskanych wynikéw nie mozna cal-
kowicie wykluczy¢ udzialu EHV-2 w reaktywacji
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EHV-1 in vivo, gdzie warunki reaktywacji i replikacji
wirusa w oczywisty sposob rdznia si¢ od warunkoéw
in vitro, a stymulujacy wptyw EHV-2 wynika¢ moze
z jego whasciwosci immunosupresyjnych. Jednak na-
wet przyjmujac, ze, niezaleznie od mechanizmu, EHV-2
stymuluje reaktywacje EHV-1 in vivo, jego rola jako
czynnika wptywajacego na pojawianie si¢ natywnego
EHV-1 wydaje si¢ nieznaczna z uwagi na stosunkowo
rzadkie wystgpowanie zakazen mieszanych.
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