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Wykorzystanie metody PCR i badania hodowlanego
w diagnostyce i roznicowaniu zakazen
herpeswirusowych koni (EHV1 i EHV4)
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Gradzki Z., Boguta L.

Use of PCR and cell culture method in the diagnosis and differentiation
of EHV1 and EHV4 infections in horses

Summary

The aim of the study was the isolation and identification of herpesviruses (EHV1 and EHV4) in nasal swabs
from horses with upper respiratory tract infections and organs of aborted foetus by using PCR and cell
culture method. A total of 110 swab samples taken from 90 horses with upper respiratory tract infections and
20 healthy animals and tissue samples from aborted foetuses were included in the study. Sampled animals
were selected from 12 horse farms located in the central and south-eastern part of Poland, with different
geographical conditions, types of breeding and number of livestock. The collected samples were first
examined with the use of PCR to detect DNA of equine herpesviruses type 1 and 4. DNA of EHV4 has been
detected in 9 samples taken from 9 horses from two farms. DNA of EHV1 was detected in one swab sample
and in tissue samples of aborted fetuses. A representative group of 58 samples taken from sick horses and
tissue samples from the fetuses were examined for the virus isolation with the use of three cell lines (RK-13,
EEL, MDBK). The positive effect of the virus isolation was obtained with regards to two EHV1 strains, one
isolated from a swab sample and the second one from an aborted fetus. However, the isolation of EHV4 strains
from 9 samples positive in PCR was unsuccessful. All samples taken from 20 horses from the control group

were negative in both virological tests.
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Zakazenia herpeswirusowe sa szeroko rozprzestrze-
nione w hodowli koni na §wiecie i w Polsce (13, 27,
30, 32). Swiadcza o tym wyniki prowadzonych badan
inwentaryzacyjnych z uzyciem metod serologicznych
(13). Stanowia one jeden z wazniejszych problemow
zdrowotnych w fermach hodowlanych oraz zaktadach
treningowych (1, 11,12, 19, 28, 29). Herpeswirusy koni
typ 1 (EHV1) i typ 4 (EHV4) naleza do podrodziny
Alphaherpesvirinae w obregbie rodziny Herpesviridae
(23,25,29). EHV1 odpowiedzialny jest za wywotywa-
nie zakazen uktadu oddechowego, masowych ronien
klaczy, zej$¢ $miertelnych Zrebiat w okresie neonatal-
nym oraz zaburzen neurologicznych (3, 6, 7, 26, 27,
33). EHV4 wykazuje $ciste powinowactwo antygeno-
we z EHV1 1 uwazany jest za gldéwny wirusowy czyn-
nik ostro przebiegajacych infekcji gornych drog odde-
chowych koni (6, 7, 12, 19, 22, 29, 30). Znaczenie tych
zarazkow jako pierwotnych czynnikow przyczynowych
zakazen gornych drog oddechowych koni jest trudne
do okreslenia. Spowodowane jest to natura zakazen her-
peswirusowych u zwierzat oraz niedoskonato$cia me-
tod diagnostycznych, a takze trudno$ciami natury tech-

nicznej, zwlaszcza w odniesieniu do izolacji wirusow
w hodowli komorkowe;.

Podobnie jak wigkszo$¢ herpeswirusow EHV1 1 EHV4
wywotuja u koni utrzymujace sig cate zycie zakazenia
latentne (4). Reaktywacja tych zakazen wiaze si¢ z okre-
sowymi nawrotami choroby, ktorym towarzyszy siew-
stwo zjadliwych wirusow oraz ich transmisja wsrod
wrazliwej populacji koni. Konie wykazujace objawy ze
strony uktadu oddechowego powinny by¢ badane w kie-
runku zakazen herpeswirusowych przy uzyciu bezpo-
srednich metod wirusologicznych. Dodatni wynik ba-
dania powinien by¢ wskazaniem do izolacji zwierzgcia
oraz ograniczenia obrotu koni majacych kontakt ze
zwierzgtami zakazonymi. Wezesna diagnostyka zaka-
zen herpeswirusowych koni ma istotne znaczenie dla
ograniczenia szerzenia si¢ infekcji w stadninach oraz
powodowanych przez nie strat ekonomicznych.

Celem badan byta izolacja 1 identyfikacja herpes-
wirusow (EHV1 i EHV4) wystepujacych w wymazach
z blony sluzowej nosa koni chorujacych z objawami in-
fekcji gornych droég oddechowych oraz w narzadach we-
wnetrznych poronionego ptodu przy uzyciu metody
PCR 1 badania hodowlanego.
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Tab. 1. Wiek koni wykazuja-
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Tab. 2. Wyniki badania wirusologicznego i PCR

cych objawy zakaZenia gor-

nych drég oddechowych, od Liczba Badanie Wv"kik ’?":ia"iah""" PCR Wynik badania PCR
ktoérych pobierano do badan Ferma | pobranych | hodowlane, omorkowye liczba
wymazy z blony §luzowej nosa wymazéw | liczba prébek EEL RK-13 | MDBK | probek EHVA EHV4
Wiek koni chorych | Liczba koni | 15 10 - - - 15 0 0
< 6 miesigcy 57 L 1 1 B B - 1 0 0
7-12 miesigcy 2 i 15 10 = - - 15 0 0
T 15 v 12 5 - - - 12 0 0
3-10 lat 13 v 12 5 - = = 12 0 0
> 10 lat 3 Vi 5 5 = = = 5 0 0
Vil 5 5 = = = 5 0 0
7b
- - _ (8.1, 8.2, 8.3,
Vil 11 5 11 0 8.4, 8.9,
Objasnienia do tab. 2.: —brak efek- 8.10, 8.11)
tu cytopatycznego; .* efekt cyto- X . 5 ; 0 2b
patyczny, w nawiasi¢ oznaczenie - - - (9.1, 9.2)
probki (numer fermy. numer zwie- X 1 A _ _ _ A - i
rzgcia); a — liczba wynikéw do-
datnich PCR w kierunku EHV1, X 1 1 - - - 1 0 0
W nawiasie ozngc;enie pr(')b.ki; il ) ) EHVA EHV1 EHV1 ) 1a 0
b - llczba wynikow dodatm_ch (12.2) | (12.2)* | (12.2)* (12.2)
PCR w kierunku EHV4, w nawia- FE 0 = ’ 7 ] .
sie oznaczenia probek :

Materiat i metody

Badaniami objeto konie w r6znym wieku (tab. 1), wykazu-
jace objawy zapalenia btony $luzowej gérnych drog oddecho-
wych o domniemane;j etiologii zakaznej. Badaniem klinicz-
nym u zwierzat stwierdzano objawy ogolne w postaci pod-
wyzszenia wewngtrznej cieptoty ciata (39,3-40,5°C), apatii,
zmniejszenia apetytu lub anoreksji. Symptomom tym towa-
rzyszyly objawy narzadowe o réznym nasileniu, wérod kto-
rych najcze¢sciej stwierdzano: przyspieszenie i pogiebienie
oddechow, kaszel, zaostrzenie szmeréw oddechowych nad
tchawica 1 duzymi oskrzelami, obustronny lub jednostronny
wyplyw z nosa o ré6znym charakterze i konsystencji oraz po-
wigkszenie regionalnych weztow chtonnych.

Materiat do badan kolekcjonowano w okresie dwoch kolej-
nych sezonéw hodowlanych. Najwigcej probek z klinicznych
przypadkow zakazen gérnych drog oddechowych pobierano
w okresie wiosennym. Material pobrano ogétem od 110 zwie-
rzat, gtownie zrebiat i mtodych koni, pochodzacych z 12 ferm
zlokalizowanych na terenie centralnej i potudniowo-wschod-
niej Polski (tab. 2). W grupie tej 20 zwierzat nie wykazywato
klinicznie uchwytnych objawéw chorobowych i stuzyto jako
kontrola. Podstawowy materiat do badan stanowity wymazy
z blony §luzowej jamy nosowej. Przed pobraniem wymazu oko-
licg nozdrzy oczyszczano i dezynfekowano. Waciki umiesz-
czano w probowkach zawierajacych po 2 ml ptynu Hanksa
z dodatkiem antybiotykéw (penicylina — 50 000 jm/ml i strep-
tomycyna — 50 pg/ml) i transportowano do laboratorium w po-
jemniku z wktadem chtodzacym w temperaturze 4°C. W przy-
padku wystapienia ronien u klaczy wykonywano badanie
anatomopatologiczne oraz pobierano wycinki narzadéw we-
wngetrznych poronionego ptodu (ptuca, watroba i §ledziona)
do badan wirusologicznych oraz w kierunku identyfikacji ma-
teriatu genetycznego herpeswirusow koni.

Ekstrakcja DNA. Material do izolacji genomowego DNA
herpeswirusow stanowil homogenizat narzadéw ptodu lub
zawiesina wymazow z blony $luzowej nosa w ptynie Hanksa

z dodatkiem antybiotykow, po wstepnej inkubacji w tempera-
turze 4°C. Do ekstrakcji kwasow nukleinowych zastosowano
standardowa metodg z uzyciem proteinazy K oraz fenolu i chlo-
roformu (24). Wyizolowany kwas nukleinowy przechowywa-
no w stanie zamrozenia w temperaturze —20°C. Kazdorazo-
wo, rownolegle do badanych probek, wykonywano kontroleg
ekstrakcji DNA, wykorzystujac zawiesing wzorcowych szcze-
poéw wirusa EHV1, Ab4 oraz EHV4, 2252 (tab. 3) namnaza-
nych w ciagtych liniach komorkowych (kontrola pozytywna).

Startery reakcji PCR. Sekwencje starteréw reakcji PCR
wybrano w oparciu o analizg dostgpnego pisSmiennictwa (15)
z dwoch regionow konserwatywnych, zlokalizowanych w ob-
rebie genu glikoproteiny C (gC) oraz genu 76 (76) genomu
herpeswiruséw koni. W badaniach zastosowano dwa zestawy
starterOw, po trzy startery kazdy, odpowiadajace obydwu re-
gionom diagnostycznym. Kazdy zestaw zawierat starter sen-
sowny typowo swoisty dla EHV1, sensowny typowo swoisty

Tab. 3. Referencyjne szczepy wiruséw oraz linie komérkowe
wykorzystane w badaniach

Szczepy wirusowe

Linie komérkowe* Pochodzenle

Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Pafistwowy

A, L Instytut Badawezy, Putawy

EHV1, Kentucky D Uniwersytet Weterynaryjny, Wieden, Austria

EHV4, 2252 Uniwersytet Weterynaryjny, Wieden, Austria
EEL* Panstwowy Instytut Weterynaryjny, Uppsala,
Szwecja
. Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panistwowy
MDBK
Instytut Badawczy, Putawy
RK-13* Panstwowy Instytut Weterynaryjny - Panstwowy

Instytut Badawczy, Putawy

Objasnienia: EEL — Equine Embryonic Lung; MDBK — Madin-
-Darby Bovine Kidney; RK — Rabbit Kidney
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Objasnienia (startery PCR):
mmmm EHV] gC mmm EHVI 76
EHV4 gC = EHV4 76

EHV1/4 ¢gC == EHV1/476

Ryec. 1. Regiony w obre¢bie genu glikoproteiny C (gC) i genu
76 (76) genoméw EHV1 i EHV4 amplifikowane w reakcji
PCR; dlugos¢ produktow amplifikacji

dla EHV4 oraz antysensowny, komplementarny do regionu
wspolnego dla obydwu typow wirusa. Jeden z zestawdw umoz-
liwiat amplifikacje specyficznych regionow w obrgbie genu
gC u obydwu typow wirusa, drugi — amplifikacje regionéw
w obrgbie genu 76 (ryc. 1). Parametry reakcji byly tak dobra-
ne, aby amplifikacja DNA w obrgbie obydwu regionéw mo-
gla by¢ prowadzona w tym samym czasie w jednym bloku
termocyklera. W efekcie dla kazdego amplifikowanego regionu
(gC 1 76) uzyskiwane byly, zaleznie od typu wirusa, roznej
wielkos$ci produkty (ryc. 1), co pozwalato na réwnoczesna
identyfikacje i r6znicowanie obydwu herpeswirusow w jed-
nostopniowej reakcji PCR. Réwnoczesna amplifikacja oby-
dwu regionéw pozwala takze na potwierdzenie specyficz-
nosci reakcji. Sekwencje starterow reakcji PCR przedstawia
tab. 4. Startery syntetyzowano w firmie ,,DNA Gdansk II”.
Wykonanie reakcji PCR. Matrycg reakcji PCR stanowit
DNA ekstrahowany z zawiesiny wymazow z btony §luzowe;j
nosa koni oraz tkanek poronionego ptodu lub izolowany z su-
pernatantu zakazonej hodowli komorkowej (kontrola pozy-
tywna). Reakcj¢ przeprowadzano w objetosci 50 pl miesza-
niny, uzywajac 5 pl matrycy DNA. Kazdej reakcji PCR to-
warzyszyta wykonywana réwnolegle amplifikacja probki
kontrolnej dodatniej oraz kontroli odczynnikowej, w ktorej
w miejsce matrycy DNA dodawano 5 ul wody. Mieszaning
reakcyjna poddawano wstgpnej denaturacji przez 5 minut
w temperaturze 94°C, a nastgpnie 30 cyklom o nastgpujacych
parametrach: denaturacja DNA — 94°C, 75 sekund, wiazanie
starterow — 56°C, 90 sekund, wydhluzanie starterow — 72°C,
90 sekund. Reakcje¢ przeprowadzano w proboéwkach typu
Eppendorf o pojemnosci 0,5 ml w termocyklerze Biometra
T3 (Niemcy). Po zakonczeniu reakcji produkty PCR przecho-
wywano w stanie zamrozenia w temperaturze —20°C.
Analiza produktéw amplifikacji. Produkty amplifikacji
analizowano elektroforetycznie w 1,5% zelu agarozowym
(Sigma), przygotowanym w buforze TBE w obecnos$ci wzor-
ca masowego (100 bp DNA, Fermentas, Litwa). Zele barwio-
no przez 20 minut roztworem bromku etydyny, ogladano
w $wietle promieni UV (transiluminator Villber Lourmat, Fran-
cja) oraz wykonywano dokumentacj¢ fotograficzna (Gel-Doc
Villber Lourmat, Francja). Wynik reakcji PCR uznawano za
dodatni w przypadku obecnosci w zelu pojedynczych praz-
kow DNA o wielkosci okre$lonej lokalizacja odpowiednich
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Tab. 4. Sekwencje starterow reakcji PCR

L~
EHV1 gC - GCGAGATGTGGTTGCCTAATCTCG gC
EHV4 gC = AGCCACGAACAACTCAACCGATGT gC
EHV1/4 gC < GAGACGGTAACGCTGGTACTGTTAA gC
EHV1 76 = GAGGCTGCCGCAGTTGTTATAC 76
EHV4 76 = CTGAAGAAATCTACGAGATGCATA 76
EHV1/4 76 < GTTTCGTTGTCGCTTTCGCTGTA 76

par starterow w genomie (ryc. 1). Specyficznos¢ produktow
amplifikacji potwierdzano na podstawie obecnosci w zelu
podwojnych prazkow dla kazdego typu herpeswirusa, zgod-
nie z zatozeniami jednostopniowej reakcji PCR (15).

Badanie hodowlane. Waciki z wymazami z btony $luzo-
wej nosa inkubowano w ptynie Hanksa z dodatkiem anty-
biotykéw w temperaturze 4°C przez 4 godziny. Po inkubacji
probki porcjowano i przechowywano w temperaturze —80°C
do dalszych badan. Wycinki narzadow wewngtrznych poro-
nionego ptodu umieszczano w ptynie Hanksa i poddawano
homogenizacji (Homogenizator MPW-120, Polska), uzysku-
jac 10% zawiesing tkanki. Material przechowywano w tem-
peraturze —80°C.

Izolacjg i identyfikacj¢ herpeswirusow w hodowlach ko-
morkowych wykonywano z uzyciem materiatu pochodzace-
go od reprezentatywnej grupy zwierzat z kazdego z badanych
srodowisk (tab. 2). Do badan uzyto probek pochodzacych z kli-
nicznych przypadkéw zakazen gérnych drog oddechowych
koni. Jako kontrole pozytywna wykorzystano referencyjne
szczepy wirusow EHV1 1 EHV4 (tab. 3). Do izolacji wirusow
w hodowli tkankowej propagowano trzy linie komdrkowe,
nerki bydlgcej (MDBK — Madin-Darby bovine kidney), nerki
krolika (RK-13 — rabbit kidney) oraz ptuc ptodu konskiego
(EEL — equine embryonic lung) (tab. 3). Linie pasazowano
w butelkach plastikowych (Iwaki, Japonia) o powierzchni dna
25, 75, 150 lub 225 cm? wedtug ogolnie przyjetych zasad,
uzywajac jako podloza wzrostowego ptynu Eagle’a (MEM —
Minimum Essential Medium Eagle, Sigma Aldrich, Niemcy)
z dodatkiem 10% bydlecej surowicy ptodowej (Fetal Bovine
Serum, Sigma Aldrich, Niemcy) oraz L-glutaminy z do-
datkiem penicyliny (100 U/ml) i streptomycyny (0,1 mg/ml)
(L-glutamine Penicillin Streptomycin Solution Stabilised, Sig-
ma Aldrich, Niemcy). Hodowle inkubowano w temperaturze
37°C.

Do zakazania linii komoérkowych materialem uzyskanym
z wymazow z blony §luzowej nosa lub z tkanek poronionego
ptodu wykorzystywano 24-godzinne hodowle w butelkach
o powierzchni dna 25 cm?, pasazowane w rozcieficzeniu 1 : 2
1 wykazujace okoto 80% pokrycia powierzchni wzrostowe;.
Probka pochodzaca od jednego zwierzgcia zakazano rowno-
legle trzy wymienione linie komérkowe. Roéwnolegle wyko-
nywano zakazenia kontrolne, uzywajac referencyjnych szcze-
poéw wirusow EHVI1, Ab-4 o mianie 10°>° TCID,, i EHV4,
2252 o mianie 10°* TCID,. Zakazone hodowle komorek kon-
trolowano mikroskopowo przez 5 dni na obecno$¢ efektu cy-
topatycznego (CPE). Wstepnej identyfikacji wyizolowanego
wirusa dokonywano poprzez okreslenie spektrum tkanek wraz-
liwych na zakazenie, charakteru zmian mikroskopowych w za-
kazonych hodowlach i szybkosci ich rozprzestrzeniania sig.
Obecnos¢ herpeswirusow koni w materiale uzytym do zaka-
Zenia potwierdzano poprzez wykazanie ich materialu gene-
tycznego metoda PCR.
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Wyniki i oméwienie

W toku przeprowadzonych obserwacji klinicznych
stwierdzono, ze najwigcej przypadkow jawnych zaka-
zen gornych drog oddechowych koni miato miejsce
w okresie poznowiosennym. Sposrod 90 koni, objetych
badaniami na przestrzeni dwoch pelnych sezondéw ho-
dowlanych, u 51 do zachorowania doszto w kwietniu,
u23 w maju, u 12 w czerwcu, u 3 w listopadzie, u 1
w grudniu. Wigkszos¢ klinicznych przypadkow tych za-
chorowan (63,3%) dotyczyla zrebiat i mlodych koni
w wieku do 6. miesiaca zycia (tab. 1). Z danych wywia-
du wynikato, ze w okresie poprzedzajacym wystapienie
zakazen gornych drog oddechowych w wytypowanych
do badan stadninach konie nie byly narazone na dziata-
nie czynnikoéw stresowych, mogacych mie¢ zwiazek
przyczynowy z zachorowaniami. Ustalono natomiast, ze
przypadki infekcji gérnych drog oddechowych, spora-
dycznie wiktane zapaleniem phuc i niekiedy konczace
si¢ zejsciem $miertelnym wystegpowaly w tych fermach
regularnie w cyklu rocznym, najcze¢sciej w okresie wio-
sennym.

Wymazy z btony $luzowej od 110 koni poddano wstep-
nie badaniu metoda PCR w kierunku identyfikacji ma-
teriatu genetycznego herpeswiruséw koni typu 1 14. Do-
datkowo analizie metoda PCR poddano homogenizaty
narzadow wewngetrznych (ptuca, watroba, §ledziona) pto-
du poronionego przez klacz z grupy zwierzat chorych.
Wyniki badan prezentuja tab. 2 i ryc. 2. Obecno$¢ DNA
herpeswirusa koni typu 4 (EHV4) stwierdzono w 9 prob-
kach, pochodzacych od 9 zwierzat z dwoch ferm (VIII
1IX). Kwas nukleinowy herpeswirusa koni typu 1 (EHV1)
stwierdzono tylko w jednym wymazie (ferma XII). Zreb-
na klacz, od ktorej pochodzil badany material wykazy-
wata typowe dla infekcji wirusowej objawy kliniczne
niezytowego zapalenia gornych drég oddechowych w po-
staci surowiczo-§luzowego wyptywu z nosa, krotkotrwa-
tej apatii 1 zmniej szenia apetytu. Cieptota wewngtrzna
utrzymywala si¢ w granicach norm fizjologicznych. Wy-
mienione objawy utrzymywaty si¢ przez 4 dni. W 9. mie-
sigcu cigzy u klaczy doszto do poronienia. W wywiadzie

ustalono, ze wydalenia ptodu nie poprzedzaty klinicznie
uchwytne objawy zwiastunowe. Ogolny stan zdrowia
klaczy w okresie po poronieniu rowniez nie odbiegat od
normy. Badaniem anatomopatologicznym ptodu wyka-
zano obecno$¢ zwigkszonej ilosci ptynu w jamach ciala,
przekrwienie narzadow wewngtrznych, podtorebkowe,
punkcikowate wybroczyny w narzadach miazszowych
oraz drobne ogniska martwicowe w watrobie (ryc. 3).
Zmiany te nasuwaty podejrzenie wirusowego ronienia
klaczy na tle zakazenia EHV1. Metoda PCR w homoge-
nizatach ze wszystkich badanych narzadéow wewngtrz-
nych ptodu stwierdzono obecno$¢ materialu genetycz-
nego EHV1, co swiadczy, ze wirus ten byt przyczyna
ronienia.

Reprezentatywna grupe 58 probek pobranych od 90
koni pochodzacych z 12 srodowisk oraz materiat z tka-
nek poronionego ptodu poddano probie izolacji wiru-
sow w hodowli komdrkowej poprzez zakazanie bada-
nym materialem trzech linii ciagtych (RK-13, EEL,
MDBK). Wyniki badania hodowlanego podano w tab. 2.
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Ryec. 2. Produkty reakcji PCR uzyskane na matrycy DNA te-
renowych szczepéw EHV1 i EHV4 z uzyciem starteréw kom-
plementarnych do regionéw w obrebie genu glikoproteiny C
(gC) igenu 76 (g76)

Objasnienia: M — marker masy czasteczkowej (100bp DNA
ladder, MBI Fermentas, Litwa); nr | — EHV1-12.2 — startery
EHV1 gC; EHV1/4 gC; nr 2 — EHV1-12.2 — startery EHV1 76,
EHV1/4 76; nr 3 — EHV4-9.1 — startery EHV4 gC, EHV1/4 gC;
nr 4 — EHV4-9.1 — startery EHV4 76, EHV1/4 76. Oznaczenia
szczepow podano zgodnie z tab. 2; oznaczenia starterow — zgod-
nie z tab. 4.

Pozytywny efekt izolacji i adaptacji do hodowli komor-
kowej uzyskano w odniesieniu do dwoch szczepow
EHV1. Jeden szczep wyizolowano z wymazu z btony
Sluzowej gornych drég oddechowych klaczy (ferma XII),
a drugi z poronionego przez nia ptodu. Obydwa szczepy
namnazaty si¢ na wszystkich, wykorzystanych w bada-
niach liniach komorkowych, powodujac pojawienie sig
po 48-72 godzinach inkubacji hodowli charakterystycz-
nego efektu cytopatycznego, obejmujacego 80-100% po-
wierzchni wzrostowej. Dodatni wymk badania hodow-
lanego potwierdzono metoda PCR, uzywajac do ekstrak-
cji DNA supernatantu zakazonej hodowli komorkowe;.

Ryc. 3. Badanie anatomopatologiczne poronionego plodu.
Widoczne drobne ogniska martwicowe w watrobie



Nie powiodta si¢ natomiast proba izolacji i adaptacji do
hodowli komorkowych herpeswiruséw koni typu 4, kto-
rych material genetyczny stwierdzono metoda PCR w 9
probkach, pochodzacych z wymazow z btony §luzowej
gornych drog oddechowych. W zadnej z uzytych do ba-
dan linii komérkowych nie stwierdzono efektu cytopa-
tycznego, swiadczacego o obecnosci w badanym mate-
riale innych wirusow, wykazujacych predylekcje do ukta-
du oddechowego. W odniesieniu do probek pobranych
od 20 koni z grupy kontrolnej wyniki obydwu badan
wirusologicznych byty ujemne.

Przeprowadzone badania wirusologiczne miaty na celu
izolacje oraz identyfikacj¢ i roznicowanie dwoch gtow-
nych czynnikéw przyczynowych zakazen goérnych drog
oddechowych koni — EHV1 i EHV4. Badania obejmo-
waly probg izolacji wirusoOw z uzyciem trzech linii ko-
moérkowych oraz metodg PCR z uzyciem dwoch zesta-
wow starterow. Badanie hodowlane wypadto pozytyw-
nie w przypadku dwoch probek, z ktorych wyizolowano
szczepy EHV1. Jeden szczep (LB-99) pochodzit z wy-
mazu z btony §luzowej nosa, natomiast drugi (LB-00)
z tkanek poronionego ptodu. Badanie tych samych pro-
bek metoda PCR potwierdzito obecnos¢ EHV1 w dwéch
probkach dodatnich w badaniu hodowlanym oraz wyka-
zato obecno$¢ DNA herpeswiruséw dodatkowo w 9 prob-
kach. Na podstawie wielkosci uzyskanych produktow
amplifikacji zidentyfikowano je jako zawierajace DNA
EHV4.

Uzyskane wyniki wskazuja na zasadnos$¢ réwnoczes-
nego stosowania w tego typu badaniach kilku réznych
metod diagnostycznych, co pozwala na zminimalizowa-
nie ograniczen, wynikajacych ze specyfiki poszczegol-
nych testow, przy jednoczesnym zwigkszeniu prawdo-
podobienstwa rozpoznania. W odniesieniu do metody
izolacji wirusow w hodowli komérkowej istotnym ogra-
niczeniem jest moment pobierania od chorych koni wy-
mazow do badania wirusologicznego. Wykazano, ze
w zakazeniach gornych drog oddechowych koni zdolne
do replikacji czasteczki wirusOw pojawiaja si¢ w wy-
dzielinie zapalnej w wigkszej ilo$ci najczgsciej w okre-
sie krotkotrwatej wiremii, ktora manifestuje si¢ klinicz-
nie wzrostem temperatury wewnetrznej (29). Wyjatkiem
jest wirus zapalenia nosa typu B (ERBV), ktory mozna
izolowa¢ z wymazow z btony §luzowej nosa zwierzat
chorych nawet do miesiaca po zakazeniu (5). Fazg wire-
mii, w ktorej pobranie materiatu daje najwigksze szanse
izolacji zarazka, niekiedy trudno jest uchwyci¢. Ponad-
to wirusy z predylekcja do gornych drog oddechowych
czesto wywotuja zakazenia o przebiegu subklinicznym
lub bezobjawowym. Na ten fakt zwrocili uwage, mig-
dzy innymi, Carman i wsp. (5), w opublikowanych
wynikach badan serologicznych koni chorych oraz nie
wykazujacych objawow choroby, pochodzacych ze §ro-
dowisk, w ktorych okresowo wystepowaty infekcje drog
oddechowych.

Znaczenie w badaniach wirusologicznych ma takze
sposob pobierania materiatu oraz czas i warunki jego
transportu do pracowni diagnostycznej. Obecno$¢ lipo-
proteinowej otoczki w wirionach herpeswiruséOw czyni
te zarazki wrazliwymi na czynniki Srodowiska zewngtrz-
nego. W badaniach wlasnych poprzez wykorzystanie
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podtozy transportowych oraz pojemnikow z lodem ogra-
niczono wptyw czynnikoéw zewngtrznych na zywotnos¢
Wirusow.

Badanie hodowlane w przypadku zakazen wirusowych
uznawane jest za ,,ztoty standard” diagnostyczny, jed-
nak nie wszystkie wirusy daja si¢ tatwo adaptowac do
wzrostu 1 namnazania w hodowli komoérek, zwlaszcza
w odniesieniu do probek materiatu klinicznego. Znacz-
ne rozbiezno$ci w tym zakresie stwierdzane sa czgsto
nawet w obrebie jednej rodziny wirusow. Przyktadowo,
EHV1 daje si¢ tatwo izolowa¢ w wielu liniach komor-
kowych, szczegolnie z tkanek poronionego ptodu, nato-
miast EHV4 pomimo szerokiego rozprzestrzenienia
w populacji koni, rzadko jest izolowany (10). Ponadto
niektore wirusy, np. wirus zapalenia nosa typu A, nie
zawsze powoduja powstanie charakterystycznego efek-
tu cytopatycznego w zakazonej hodowli (16).

Badania dotyczace izolacji i identyfikacji wirusowych
czynnikow etiologicznych infekcji drog oddechowych
koni prowadzone byly w wielu krajach swiata (5, 9, 10,
14,19, 21). Uzyskiwane wyniki nie zawsze jednak wska-
zywaly jednoznacznie na przyczyng zachorowan. Lakritz
1 wsp. (14) badali Zrebigta w wieku 1-7 miesigcy, wyka-
zujace objawy zaburzen oddechowych w kierunku wy-
krywania herpeswirusow, adenowirus6w oraz wirusa gry-
py koni. Na 11 badanych zwierzat tylko w jednym przy-
padku autorom udato si¢ wyizolowa¢ szczep herpes-
wirusa koni nalezacy do typu 2 (EHV2), ktéry z uwagi
na ubikwitarne wystgpowanie, tatwo$¢ hodowli i czgste
nosicielstwo u zwierzat zdrowych rzadko uznawany jest
za przyczyng infekcji. Badania na obszerniejszym mate-
riale opublikowali Gilkerson i wsp. (10). Na 327 bada-
nych wymazow z blony sluzowej nosa zrebiat pozytyw-
ny wynik izolacji herpeswirusa typu 4 uzyskano tylko
w 19 przypadkach (5,8%). Dodatnie wyniki badania ho-
dowlanego potwierdzono metoda PCR, w ktorej obec-
no$¢ materiatu genetycznego EHV4 wykazano dodatko-
wo w 7 wymazach (8%). Wyniki tych badan potwierdzi-
ty zasadnos$¢ rownoczesnego stosowania kilku testow
diagnostycznych, co wykazano takze w badaniach wias-
nych. Wyniki 10-letnich badan nad wyst¢gpowaniem za-
kazen herpeswirusowych u koni opublikowali w Japonii
Matsumura i wsp. (19). W populacji 3326 zwierzat w roz-
nym wieku typ 1 herpeswirusa wyizolowano z 38 wy-
mazow z nosa, typ 4 z 60, a typ 2 z 86 probek. W odnie-
sieniu do wysokiego odsetka izolacji EHV2 autorzy przy-
taczaja sugesti¢ Studderta (cyt. 14) dotyczaca braku
zwiazku tego wirusa z infekcjami drég oddechowych.
Carman i wsp. (5) przeprowadzili natomiast poréwnaw-
cze badania 92 koni z objawami ostrego zapalenia drog
oddechowych w kierunku identyfikacji wiruséw zapale-
nia nosa typu A 1 B, herpeswirusa typu 1 oraz wirusa
grypy. W badaniu hodowlanym oraz w tescie seroneu-
tralizacji pozytywny wynik uzyskano w odniesieniu do
wirusa grypy, odpowiednio, w 4,3% i 36% przypadkow,
ERAV w 0% 1 9,8% przypadkow, ERBV w 14% 130,4%
przypadkéw oraz EHV1 w 0% 1 22% przypadkow.
Analiza wynikow tych badan wskazuje na rozbieznosci
pomigdzy ocena serologiczng i badaniem hodowlanym,
co potwierdzono takze w poprzednich badaniach wtas-
nych (13).
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Zakazenia koni z udziatem EHV1 zwykle badane sa
w kontek$cie wywolywania ronien klaczy, padnig¢ Zre-
biat w okresie okotoporodowym, a niekiedy zaburzen
neurologicznych (18, 20). Rzadko natomiast zarazek
izolowany jest z gornych drog oddechowych. Kliniczne
objawy zakazenia pierwotnego lub reaktywacji wirusa
ze stanu latencji sa zazwyczaj stabo nasilone i czgsto
pozostaja niezauwazone. W badaniach wtasnych tylko
w jednym przypadku udalo si¢ wyizolowaé ten wirus
z wymazu z blony §luzowej nosa klaczy, ktéra poronita,
a znarzadow wewngtrznych ptodu wyizolowano EHV 1.
W dalszych badaniach potwierdzono tozsamos¢ tego izo-
latu z uzyskanym z wymazu. Wprawdzie opisany prze-
bieg choroby oraz sekwencja wystgpowania objawow
byty dos¢ typowe, ale w przypadkach, kiedy nie docho-
dzi do poronienia, z reguty trudno jest powiaza¢ wysta-
pienie niespecyficznych objawow ze strony uktadu od-
dechowego z zakazeniem EHV1. Opis analogicznego
przypadku ronienia u klaczy, poprzedzonego zakaze-
niem gornych droég oddechowych, podaja Crabb i Stud-
dert (6, 7).

Nowoczesna diagnostyka zakazen herpeswirusowych
koni, poza rdéznicowaniem poszczegolnych typow, po-
winna zmierza¢ w kierunku réznicowania szczepow
EHV1 wywotujacych ronienia, zaburzenia neurologicz-
ne i zakazenia uktadu oddechowego Wyniki ostatnich
badan wskazuja, migdzy innymi, na mozliwos$¢ wyko-
rzystania testu Real Time PCR do réznicowania neuro-
patogennych i nieneuropatogennych szczepéw EHV1 na
podstawie rdznic genetycznych w obrebie genu polime-
razy (2). Metodg t¢ zastosowano takze do rutynowe;,
szybkiej diagnostyki zakazen EHV1 (8). Przydatny do
celow diagnostyki 1 réznicowania zakazen herpeswiru-
sowych jest takze test PCR-multiplex, umozliwiajacy wy-
krywanie i roznicowanie dwoch lub wigcej typow wiru-
sa w jednej reakcji (15, 31). Zastosowanie tej metody
do roznicowania EHV1, EHV2, EHV4 i EHVS opisali
Wang i wsp. (32). Wykorzystana w badaniach wtasnych
jednostopniowa reakcja PCR-multiplex okazata si¢ przy-
datna do wykrywania oraz r6znicowania dwoch najwaz-
niejszych herpeswirusow koni, EHV1 i EHV4. Wysoka
czutosc i specyficznos¢ metody PCR w potaczeniu z pro-
stota wykonania oraz znaczna oszczgdnoscia czasu czy-
ni z niej wygodna alternatywg dla metod konwencjonal-
nych, takich jak badanie hodowlane, dotychczas uzna-
wane za test odwotawczy.
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