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Summary

Equine herpesvirus type 1 (EHV-1) is one of the major horse diseases, causing considerable worldwide
losses. A variety of techniques, including nested PCR, have been used to diagnose EHV-1 infections. In this
paper, a real-time PCR assay that uses non-specific SYBR Green I® fluorochrome for the detection of EHV-1
DNA is described. This method does not require post-amplification manipulations, thereby reducing the risk
of cross-contamination. The assay was sensitive enough to detect EHV-1 sequences in neuronal cell cultures
and also different clinical samples. The technique is specific: it was not reactive with other herpesviruses or
opportunistic bacterial pathogens such as Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis and Enterococcus
faecium. In comparison to virus isolation or the nested PCR used previously, the test was more sensitive and
should be useful for the common diagnosis based on its specificity and rapidity.
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Wirus zakaznego ronienia klaczy (Equine Herpes-
virus-1, EHV-1) jest wystepujacym powszechnie na ca-
tym $wiecie a-herpeswirusem (9), stanowiacym wazny
czynnik etiologiczny licznych zakazef gérnych drog
oddechowych 1 zaburzen neurologicznych koni oraz
powodujacym ronienia u klaczy (2).

Pierwotne objawy kliniczne zakazen EHV-1 ze stro-
ny uktadu oddechowego wystepuja gtownie u mtodych,
nledOJrzaiych immunologicznie Zrebiat. Zachorowal-
no$¢ wsrdd nich sigga nawet 100%, jednak $miertel-
nos$¢, bedaca wynikiem powiktan bakteryj nych jest nis-
ka (2). Zaburzenia neurologiczne moga wystepowac
u osobnikow w roznym wieku. Objawiaja si¢ one nie-
checia do ruchu i ataksja z towarzyszacym powlocze-
niem nogami, ktére wynikaja z uszkodzenia rdzenia
krggowego. W cigzszych przypadkach $mier¢ nastgpu-
je na skutek niewydolnosci oddechowo-krazeniowej
spowodowanej porazeniem migsni (2). Najwigksze zna-
czenie, gtownie z przestanek ekonomicznych, maja jed-
nak zakazenia przebiegajace z poronieniami (2). Moga
one wystgpowac jako reaktywacja latentnego wirusa lub
tez zazwyczaj jako reinfekcja uktadu oddechowego cig-
zarnych klaczy, ktore przebyty wczesniej zakazenie,
zwykle w ostatnim trymestrze ciazy bez uprzednich ob-
jawow klinicznych (2).

Izolacja wirusa w hodowlach komdrkowych jest
wciaz przyjetym standardem diagnostyki zakazen
EHV-1. Materiatem stosowanym do ich zakazania moga
by¢ rozmaite probki kliniczne, jak: wymazy z bton §lu-
zowych, leukocyty krwi obwodowej oraz probki tka-
nek. Diagnostyka serologiczna wykazuje wigksza czu-
tos¢, wymaga jednak stosowania odpowiednich ko-
niugatow (14) oraz szybkiego transportu materiatoéw
badanych do laboratorium. Opisywane metody ulegaja
stopniowemu zastgpowaniu przez fancuchowa reak-
cje¢ polimeryzacji (Polymerase Chain Reaction, PCR).
Procz odmiany tradycyjnej (3) do diagnostyki zakazen
EHV-1 stosowane sa takze warianty nested PCR (6)
czy tez multiplex PCR, pozwalajacy na identyfikacje
1 réznicowanie wirusa typu 114 (7).

Zastosowanie w badaniach wirusologicznych tech-
niki PCR z analiza przyrostu ilosci produktu w czasie
rzeczywistym (real-time PCR) pozwolito na zwu;ksze-
nie czutosci 1 specyficzno$ci detekcji w pordéwnaniu
z wariantem tradycyjnym (11, 18). Metoda ta znalazta
zastosowanie w diagnostyce zakazen wirusami ludzi
(12), a obecnie jest rozpowszechniana rowniez w me-
dycynie weterynaryjnej (10). Wyznacznikiem ilosci
matrycowego DNA jest w niej liczba cykli, po ktorych
kinetyka reakcji wchodzi w faz¢ logarytmicznego
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wzrostu 1losci produktu. Jednym z pierwszych warian-
tow techniki real-time PCR jest analiza przyrostu ilosci
amplikonow poprzez znakowanie DNA fluorochromem
SYBR Green I, ktory emituje $wiatto tylko w przypad-
ku zwiazania si¢ z dwuniciowym DNA. Technika ta
jest prosta w zastosowaniu, lecz ze wzgledu na brak
specyficznosci wiazania fluorochrom-DNA bardziej
podatna na btedy (13). Z tego tez powodu wymaga ana-
lizy krzywych topnienia produktow (melting curves
analysis), w celu okreslenia specyficznosci amplifika-
cji. Wariantem real-time PCR o wigkszej swoistosci jest
reakcja z sondami typu TagMan lub Molecular Beacon,
ktore na koncu 5’ maja fluorescencyjny znacznik (R),
anakoncu 3’ wygaszacz (Q). Podczas wydtuzania pro-
duktu reakcji sonda ulega degradacji przez Taq poli-
meraz¢ o wlasno$ciach 5’-egzonukleazy, w wyniku
czego fluorochrom zostaje oddzielony od wygaszacza.
Proces ten powoduje emisj¢ fluorescencji, ktorej nate-
zenie mierzone jest w kazdym cyklu reakceji (8).

Celem badan byto opracowanie metody real-time
PCR do diagnostyki zakazen konskim herpeswirusem
typu 1, okreslenie jej specyficznosci oraz porownanie
jej czulos$cei z tradycyjna metoda nested PCR (6).

Materiat i metody

Do badan uzyto dwoch szczepow standardowych EHV-1
(Rac-H oraz A 1V) oraz izolatu terenowego Jan-E, pocho-
dzacych z kolekcji szczepow Pracowni Wirusologii Katedry
Nauk Przedklinicznych Wydziatu Medycyny Weterynaryj-
nej SGGW. Szczepy namnazane byly w komorkach linii ED
utrzymywanych w podtozu Eagle’a (WSiS Lublin) z dodat-
kiem 10% ptodowej surowicy bydlecej (Gibco). DNA eks-
trahowano standardowa metoda (17), przy pomocy miesza-
niny fenol : chloroform : alkohol izoamylowy, a nast¢pnie
precypitowano 100% etanolem. Uzyskany wysuszony osad
DNA rozpuszczano w 20 pl buforu TE o pH = 8,0.

W celu amplifikacji DNA EHV-1 zastosowano parg star-
terow specyficznych do genu glikoproteiny B (gB) wirusa
zakaznego ronienia klaczy, o sekwencji P1: 5°-TCT ATT
GAG TTT GCT ATG CT-3’ oraz P2: 5°-TCC TGG TTG
TTA TTG GGT AT-3’ (6). Do reakcji real-time PCR uzyto
mieszaniny amplifikacyjnej FastStart DNA Master SYBR
Green Kit® (Roche Diagnostics) w objetosci koncowej 20 pl,
na ktora sktadato si¢ po 0,5 ul kazdego ze starteréw, 3 mM
MgCl, oraz 5 pl badanego DNA. Pierwszy etap rozpoczy-
nala denaturacja przez 10 min. w 95°C. Po cyklu wstepnym
nastgpowato 45 cykli obejmujacych: denaturacjg 95°C—10's,
przytaczanie starterow 58°C — 5 s i wydluzanie tancuchow
72°C — 27 s oraz analiza krzywych topnienia w temp. 65-
-95°C. Cato$¢ badania trwata ok. 55 min. i byta prowadzona
w aparacie LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics). W trakcie
trwania reakcji stale analizowany byl poziom fluorescencji
wynikty z wigzania si¢ fluorochromu SYBR Green I do am-
plifikowanego dwuniciowego DNA. Nastgpnie przeprowa-
dzono analizg krzywych topnienia produktow, co pozwalato
dodatkowo na ustalenie specyficznosci amplifikacji.

Do okreslenia swoisto$ci reakcji uzyto DNA EHV-1 szcze-
poéw Rac-H, A 1V oraz Jan-E. Jako kontrole ujemne wyko-
rzystano DNA wyekstrahowane z niezakazonych linii ED
oraz Vero, za$ za kontrole specyficznos$ci reakcji postuzyto
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DNA izolowane z konskiego herpeswirusa typu 2 (EHV-2),
ludzkich herpeswirusow typu 1, 2, 3 1 5 oraz DNA pocho-
dzace z bakterii Escherichia coli, Staphylococcus epidermi-
dis 1 Enterococcus faecium.

W celu pétilosciowego okreslenia czutosci metody real-
-time PCR przeprowadzono reakcj¢ z wykorzystaniem se-
ryjnych rozcienczen DNA wyekstrahowanego ze szczepu
Rac-H w jalowej wodzie dejonizowanej. Rozcienczenia wyko-
nano w zakresie od 10° do 107 (od 2,3 pg do 0,26 ng DNA).

Badania materiatu klinicznego przeprowadzono na gru-
pie 26 probek — 6 izolatow wirusa z hodowli komorkowych
(w tym 4 z hodowli neuronéw mysich), 5 wymazow z bton
sluzowych oraz 15 probek leukocytow krwi obwodowe;j.
DNA izolowano w sposob opisany powyzej i uzywano do
amplifikacji metoda real-time PCR.

Wszystkie opisane badania prowadzono w dwukrotnych,
niezaleznych powtorzeniach.

Wyniki i omowienie

Wynik dodatni, wyrazony wyktadniczym przyrostem
fluorescencji, osiagnigto we wszystkich probkach za-
wierajacych DNA szczepow standardowych EHV-1
(ryc. 1). Analiza krzywych topnienia produktow PCR
wykazala specyficznos¢ reakcji we wszystkich przypad-
kach (ryc. 2). Amplifikacji nie zaobserwowano nato-
miast w probkach stanowiacych kontrole ujemne oraz
w materiatach pochodzacych z innych herpeswirusow
1 bakterii.

Podczas okreslania zakresu czulo$ci wariant real-time
PCR wykrywat wszystkie uzyte rozcienczenia wiruso-
wego DNA w zakresie od 10° do 107 (ryc. 3). Jest to
przedziat okoto dziesigciokrotnie wigkszy od uprzed-
nio stosowanej metody.

W badaniu materialow klinicznych test real-time PCR
wykryt specyficzne sekwencje EHV-1 w 18 probkach,
ktore daty takze wynik dodatni w nested PCR. Dwa
preparaty pochodzace z warstwy leukocytarnej, okres-
lone metoda tradycyjna jako pozytywne, daty takze
dodatni odczyt fluorescencji w aparacie LightCycler 2.0,
lecz analiza krzywych topnienia produktow sugerowa-
ta niespecyficzna amplifikacje (tab. 1).

Konskie herpeswirusy ze wzgledu na swe rozpo-
wszechnienie i patogennos¢ od dawna stanowily istot-
ny problem w praktyce weterynaryjnej. W latach 1996-
1999 dokonano w Pracowni Wirusologii Wydziatu Me-
dycyny Weterynaryjnej SGGW pierwszych identyfika-
cji herpeswirusow za pomoca techniki PCR (4). Czgs$¢
sposrod izolowanych wirusow okreslono wowczas jako
EHV-1, przynaleznos$¢ innych pozostawata nadal nie-
okreslona (4, 5). Dopiero dalsze badania z zastosowa-
niem starterow specyficznych dla sekwencji EHV-2
1 EHV-5 pozwolily na zaliczenie ich do typu 2 oraz 5
(15, 16).

Zastosowanie w diagnostyce wirusologicznej real-
-time PCR pozwala na istotne skrdcenie czasu oczeki-
wania na wynik oraz podwyzszenie progu czutosci me-
tody (11, 18). Technika ta staje si¢ obecnie testem
z wyboru w medycynie ludzkiej, zwtaszcza w przypad-
kach neurologicznych (1).
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Ryc. 1. Wynik reakcji real-time PCR w kierunku wykrywania wirusa zakaZnego ronienia klaczy.
Poszczegolne krzywe oznaczaja DNA szczepow standardowych EHV-1 (Rac-H i A IV) oraz izolatu
terenowego (Jan-E). K (-) — kontrola ujemna reakcji: DNA izolowane z niezakazonej linii ED
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Ryec. 2. Analiza krzywych topnienia produktow, bedaca pomiarem specyficznos$ci reakcji, w reakcji
real-time PCR wykrywajacej EHV-1. Poszczegdélne krzywe oznaczaja DNA szczepow Rac-H, A IV
oraz Jan-E. K (-) — kontrola ujemna reakeji
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Ryec. 3. Badanie czulo$ci metody real-time PCR w kierunku wykrywania wirusa zakaZnego ronienia
klaczy. Poszczegolne krzywe oznaczajg seryjne rozcienczenia DNA EHV-1 (szczepu Rac-H) w zakre-
sie od 10° do 105. K (-) — kontrola ujemna reakcji

Przedstawiona
metoda real-time
PCR do wykrywa-
nia wirusa zakaz-
nego ronienia kla-
czy jest szybsza do
wykonania 1 bar-
dziej czula niz ty-
powa reakcja tan-
cuchowej polime-
ryzacji polaczona
z elektroforeza
zelowa. Mniejsze
jest rowniez ry-
zyko przypadko-
Wego zanieczysz-
czenia probek ze
wzgledu na brak
obrobki poampli-
fikacyjnej. Jest
takze wysoce po-
wtarzalna 1 wy-
kazuje liniowy
przedzial detekcji
w zakresie roz-
cienczen od 10° do
107, co moze po-
mobce w potiloscio-
wym okreslaniu
kopijnosci wirusa.
Czutos$¢ jest na
tyle wysoka, ze
pozwala na wy-
krywanie DNA
EHV-1 w hodow-
lach zakazonych
neurondow mysich,
co bylo nie moz-
liwe przy zasto-
sowaniu nested
PCR. Pewna roz-
biezno$¢ z meto-
da tradycyjna sta-
nowia dwie préb-
ki DNA izolowa-
ne z leukocytow
krwi obwodowej,
w ktorych real-
-time PCR wyka-
zal niespecyficzna
amplifikacjg. Re-
zultat ten mogt
by¢ spowodowany
przez obecno$¢
w wyekstrahowa-
nym DNA inhibi-
torow reakcji real-
-time PCR (slado-
wych ilosci alko-
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holu etylowego) lub tez przez
punktowa mutacj¢ w obrgbie
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Tab. 1. Zestawienie materialow badanych technika real-time PCR w kierunku EHV-1
oraz uzyskanych wynikow

sekwencji docelowej. Wariant m m
detekcji 7 niespecyﬁcznym ﬂuo_ Nazwa prﬂhkl Wynlk (°C) Ct Nazwa pl’()bkl Wynlk (°C) Ct
roc.h.romem SYBR Gljeen. .I jest Vero - - - Hod. neuronéw 3 + 92,55 34
tani i tatwy do optymalizacji, lecz )
wymaga analizy krzywych tOp- ED - - - Hod. neuronéw 4 + 92,43 35
nienia produktu jako elementu |A IV + 92,48 11 | Wymaz 17 + 92,21 20
gwarantujacego Specyflcznosc Jan-E + 92,34 11 |Wymaz 19 + 92,33 24
badania. Specyficznosc¢ i czutos¢

Rac-H + 92,21 11 Wymaz 23 + 92,41 23
metody mozna dodatkowo zwigk-
Szyc Wykorzystujacc Znakowane Hac-H“ + 92,31 15 Wymaz 24 + 92,34 28
fluorescencyjnle sondy typu |Rac-H2 + 92,45 19 | Wymaz 8 - - -
TagMan, co wiaze sig jednak g, . + 92,26 23 |Leukocyty 7 + 92,23 36
z dodatkowymi kosztami.

Wraz z opracowaniem testu Rac-H™* + 92,51 27  |Leukocyty 402 + 92,42 22
real-time PCR do wykrywania |Rac-H™ + 92,38 31 Leukocyty 404 - (niesp.) | 88,19
zakazen EHVI-(I medycyna we(tle— EHV-2 Limpopo - - - |Leukocyty 407 ) 9237 | 29

naryjna z n met
ry,a Y] a S UJ?’ owg meto .Q’ HHV-1 Mcintyre - - - Leukocyty 408 - (niesp.) | 86,21
ktora moze znalezc zastosowanie
zakazen herpeswirusami koni |HHV-3 Ellen - - - |Leukocyty 422 + 92,57 30
oraz w badaniu patogenezy ich |uuy.5 ap16g ~ ~ - |Leukocyty 423 + 92,29 27
chorob. Wskazane sa dalsze ba- ;
dania. ktére zmierzaé quq do E. coli = = = Leukocyty 430 + 92,20 29
opracowania podobnych testow |S. epidermidis - - - |Leukocyty 433 + 92,45 28
dQ wykrywama 1nf§:kC]1 konski- | £ faecium - - - Leukocyty 434 + 92,47 27
mi herpeswirusami, zwlaszeza |01 gp | . 9235 | 21 |Leukocyly 436 + 9243 | 30
tymi wywolywanymi przez
EHV-2. Hodowla ED 2 + 92,28 25 Leukocyty 437 = = =

I . Hod. neuronéw 1 + 92,47 36 Leukocyty 438 + 92,31 31
PiSmiennictwo )
Hod. neurondw 2 + 92,42 35 Leukocyty 439 + 92,48 30
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