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Zaka¿enia herpeswirusowe s¹ szeroko rozprzestrze-
nione w hodowli koni na �wiecie i w Polsce (13, 27,
30, 32). �wiadcz¹ o tym wyniki prowadzonych badañ
inwentaryzacyjnych z u¿yciem metod serologicznych
(13). Stanowi¹ one jeden z wa¿niejszych problemów
zdrowotnych w fermach hodowlanych oraz zak³adach
treningowych (1, 11, 12, 19, 28, 29). Herpeswirusy koni
typ 1 (EHV1) i typ 4 (EHV4) nale¿¹ do podrodziny
Alphaherpesvirinae w obrêbie rodziny Herpesviridae
(23, 25, 29). EHV1 odpowiedzialny jest za wywo³ywa-
nie zaka¿eñ uk³adu oddechowego, masowych ronieñ
klaczy, zej�æ �miertelnych �rebi¹t w okresie neonatal-
nym oraz zaburzeñ neurologicznych (3, 6, 7, 26, 27,
33). EHV4 wykazuje �cis³e powinowactwo antygeno-
we z EHV1 i uwa¿any jest za g³ówny wirusowy czyn-
nik ostro przebiegaj¹cych infekcji górnych dróg odde-
chowych koni (6, 7, 12, 19, 22, 29, 30). Znaczenie tych
zarazków jako pierwotnych czynników przyczynowych
zaka¿eñ górnych dróg oddechowych koni jest trudne
do okre�lenia. Spowodowane jest to natur¹ zaka¿eñ her-
peswirusowych u zwierz¹t oraz niedoskona³o�ci¹ me-
tod diagnostycznych, a tak¿e trudno�ciami natury tech-

nicznej, zw³aszcza w odniesieniu do izolacji wirusów
w hodowli komórkowej.

Podobnie jak wiêkszo�æ herpeswirusów EHV1 i EHV4
wywo³uj¹ u koni utrzymuj¹ce siê ca³e ¿ycie zaka¿enia
latentne (4). Reaktywacja tych zaka¿eñ wi¹¿e siê z okre-
sowymi nawrotami choroby, którym towarzyszy siew-
stwo zjadliwych wirusów oraz ich transmisja w�ród
wra¿liwej populacji koni. Konie wykazuj¹ce objawy ze
strony uk³adu oddechowego powinny byæ badane w kie-
runku zaka¿eñ herpeswirusowych przy u¿yciu bezpo-
�rednich metod wirusologicznych. Dodatni wynik ba-
dania powinien byæ wskazaniem do izolacji zwierzêcia
oraz ograniczenia obrotu koni maj¹cych kontakt ze
zwierzêtami zaka¿onymi. Wczesna diagnostyka zaka-
¿eñ herpeswirusowych koni ma istotne znaczenie dla
ograniczenia szerzenia siê infekcji w stadninach oraz
powodowanych przez nie strat ekonomicznych.

Celem badañ by³a izolacja i identyfikacja herpes-
wirusów (EHV1 i EHV4) wystêpuj¹cych w wymazach
z b³ony �luzowej nosa koni choruj¹cych z objawami in-
fekcji górnych dróg oddechowych oraz w narz¹dach we-
wnêtrznych poronionego p³odu przy u¿yciu metody
PCR i badania hodowlanego.
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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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Materia³ i metody
Badaniami objêto konie w ró¿nym wieku (tab. 1), wykazu-

j¹ce objawy zapalenia b³ony �luzowej górnych dróg oddecho-
wych o domniemanej etiologii zaka�nej. Badaniem klinicz-
nym u zwierz¹t stwierdzano objawy ogólne w postaci pod-
wy¿szenia wewnêtrznej ciep³oty cia³a (39,3-40,5°C), apatii,
zmniejszenia apetytu lub anoreksji. Symptomom tym towa-
rzyszy³y objawy narz¹dowe o ró¿nym nasileniu, w�ród któ-
rych najczê�ciej stwierdzano: przyspieszenie i pog³êbienie
oddechów, kaszel, zaostrzenie szmerów oddechowych nad
tchawic¹ i du¿ymi oskrzelami, obustronny lub jednostronny
wyp³yw z nosa o ró¿nym charakterze i konsystencji oraz po-
wiêkszenie regionalnych wêz³ów ch³onnych.

Materia³ do badañ kolekcjonowano w okresie dwóch kolej-
nych sezonów hodowlanych. Najwiêcej próbek z klinicznych
przypadków zaka¿eñ górnych dróg oddechowych pobierano
w okresie wiosennym. Materia³ pobrano ogó³em od 110 zwie-
rz¹t, g³ównie �rebi¹t i m³odych koni, pochodz¹cych z 12 ferm
zlokalizowanych na terenie centralnej i po³udniowo-wschod-
niej Polski (tab. 2). W grupie tej 20 zwierz¹t nie wykazywa³o
klinicznie uchwytnych objawów chorobowych i s³u¿y³o jako
kontrola. Podstawowy materia³ do badañ stanowi³y wymazy
z b³ony �luzowej jamy nosowej. Przed pobraniem wymazu oko-
licê nozdrzy oczyszczano i dezynfekowano. Waciki umiesz-
czano w probówkach zawieraj¹cych po 2 ml p³ynu Hanksa
z dodatkiem antybiotyków (penicylina � 50 000 jm/ml i strep-
tomycyna � 50 µg/ml) i transportowano do laboratorium w po-
jemniku z wk³adem ch³odz¹cym w temperaturze 4°C. W przy-
padku wyst¹pienia ronieñ u klaczy wykonywano badanie
anatomopatologiczne oraz pobierano wycinki narz¹dów we-
wnêtrznych poronionego p³odu (p³uca, w¹troba i �ledziona)
do badañ wirusologicznych oraz w kierunku identyfikacji ma-
teria³u genetycznego herpeswirusów koni.

Ekstrakcja DNA. Materia³ do izolacji genomowego DNA
herpeswirusów stanowi³ homogenizat narz¹dów p³odu lub
zawiesina wymazów z b³ony �luzowej nosa w p³ynie Hanksa

z dodatkiem antybiotyków, po wstêpnej inkubacji w tempera-
turze 4°C. Do ekstrakcji kwasów nukleinowych zastosowano
standardow¹ metodê z u¿yciem proteinazy K oraz fenolu i chlo-
roformu (24). Wyizolowany kwas nukleinowy przechowywa-
no w stanie zamro¿enia w temperaturze �20°C. Ka¿dorazo-
wo, równolegle do badanych próbek, wykonywano kontrolê
ekstrakcji DNA, wykorzystuj¹c zawiesinê wzorcowych szcze-
pów wirusa EHV1, Ab4 oraz EHV4, 2252 (tab. 3) namna¿a-
nych w ci¹g³ych liniach komórkowych (kontrola pozytywna).

Startery reakcji PCR. Sekwencje starterów reakcji PCR
wybrano w oparciu o analizê dostêpnego pi�miennictwa (15)
z dwóch regionów konserwatywnych, zlokalizowanych w ob-
rêbie genu glikoproteiny C (gC) oraz genu 76 (76) genomu
herpeswirusów koni. W badaniach zastosowano dwa zestawy
starterów, po trzy startery ka¿dy, odpowiadaj¹ce obydwu re-
gionom diagnostycznym. Ka¿dy zestaw zawiera³ starter sen-
sowny typowo swoisty dla EHV1, sensowny typowo swoisty
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Tab. 1. Wiek koni wykazuj¹-
cych objawy zaka¿enia gór-
nych dróg oddechowych, od
których pobierano do badañ
wymazy z b³ony �luzowej nosa

Tab. 2. Wyniki badania wirusologicznego i PCR

Obja�nienia do tab. 2.: � brak efek-
tu cytopatycznego; * efekt cyto-
patyczny, w nawiasie oznaczenie
próbki (numer fermy. numer zwie-
rzêcia); a � liczba wyników do-
datnich PCR w kierunku EHV1,
w nawiasie oznaczenie próbki;
b � liczba wyników dodatnich
PCR w kierunku EHV4, w nawia-
sie oznaczenia próbek
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Tab. 3. Referencyjne szczepy wirusów oraz linie komórkowe
wykorzystane w badaniach

Obja�nienia: EEL � Equine Embryonic Lung; MDBK � Madin-
-Darby Bovine Kidney; RK � Rabbit Kidney
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dla EHV4 oraz antysensowny, komplementarny do regionu
wspólnego dla obydwu typów wirusa. Jeden z zestawów umo¿-
liwia³ amplifikacjê specyficznych regionów w obrêbie genu
gC u obydwu typów wirusa, drugi � amplifikacjê regionów
w obrêbie genu 76 (ryc. 1). Parametry reakcji by³y tak dobra-
ne, aby amplifikacja DNA w obrêbie obydwu regionów mo-
g³a byæ prowadzona w tym samym czasie w jednym bloku
termocyklera. W efekcie dla ka¿dego amplifikowanego regionu
(gC i 76) uzyskiwane by³y, zale¿nie od typu wirusa, ró¿nej
wielko�ci produkty (ryc. 1), co pozwala³o na równoczesn¹
identyfikacjê i ró¿nicowanie obydwu herpeswirusów w jed-
nostopniowej reakcji PCR. Równoczesna amplifikacja oby-
dwu regionów pozwala tak¿e na potwierdzenie specyficz-
no�ci reakcji. Sekwencje starterów reakcji PCR przedstawia
tab. 4. Startery syntetyzowano w firmie �DNA Gdañsk II�.

Wykonanie reakcji PCR. Matrycê reakcji PCR stanowi³
DNA ekstrahowany z zawiesiny wymazów z b³ony �luzowej
nosa koni oraz tkanek poronionego p³odu lub izolowany z su-
pernatantu zaka¿onej hodowli komórkowej (kontrola pozy-
tywna). Reakcjê przeprowadzano w objêto�ci 50 µl miesza-
niny, u¿ywaj¹c 5 µl matrycy DNA. Ka¿dej reakcji PCR to-
warzyszy³a wykonywana równolegle amplifikacja próbki
kontrolnej dodatniej oraz kontroli odczynnikowej, w której
w miejsce matrycy DNA dodawano 5 µl wody. Mieszaninê
reakcyjn¹ poddawano wstêpnej denaturacji przez 5 minut
w temperaturze 94°C, a nastêpnie 30 cyklom o nastêpuj¹cych
parametrach: denaturacja DNA � 94°C, 75 sekund, wi¹zanie
starterów � 56°C, 90 sekund, wyd³u¿anie starterów � 72°C,
90 sekund. Reakcjê przeprowadzano w probówkach typu
Eppendorf o pojemno�ci 0,5 ml w termocyklerze Biometra
T3 (Niemcy). Po zakoñczeniu reakcji produkty PCR przecho-
wywano w stanie zamro¿enia w temperaturze �20°C.

Analiza produktów amplifikacji. Produkty amplifikacji
analizowano elektroforetycznie w 1,5% ¿elu agarozowym
(Sigma), przygotowanym w buforze TBE w obecno�ci wzor-
ca masowego (100 bp DNA, Fermentas, Litwa). ¯ele barwio-
no przez 20 minut roztworem bromku etydyny, ogl¹dano
w �wietle promieni UV (transiluminator Villber Lourmat, Fran-
cja) oraz wykonywano dokumentacjê fotograficzn¹ (Gel-Doc
Villber Lourmat, Francja). Wynik reakcji PCR uznawano za
dodatni w przypadku obecno�ci w ¿elu pojedynczych pr¹¿-
ków DNA o wielko�ci okre�lonej lokalizacj¹ odpowiednich

par starterów w genomie (ryc. 1). Specyficzno�æ produktów
amplifikacji potwierdzano na podstawie obecno�ci w ¿elu
podwójnych pr¹¿ków dla ka¿dego typu herpeswirusa, zgod-
nie z za³o¿eniami jednostopniowej reakcji PCR (15).

Badanie hodowlane. Waciki z wymazami z b³ony �luzo-
wej nosa inkubowano w p³ynie Hanksa z dodatkiem anty-
biotyków w temperaturze 4°C przez 4 godziny. Po inkubacji
próbki porcjowano i przechowywano w temperaturze �80°C
do dalszych badañ. Wycinki narz¹dów wewnêtrznych poro-
nionego p³odu umieszczano w p³ynie Hanksa i poddawano
homogenizacji (Homogenizator MPW-120, Polska), uzysku-
j¹c 10% zawiesinê tkanki. Materia³ przechowywano w tem-
peraturze �80°C.

Izolacjê i identyfikacjê herpeswirusów w hodowlach ko-
mórkowych wykonywano z u¿yciem materia³u pochodz¹ce-
go od reprezentatywnej grupy zwierz¹t z ka¿dego z badanych
�rodowisk (tab. 2). Do badañ u¿yto próbek pochodz¹cych z kli-
nicznych przypadków zaka¿eñ górnych dróg oddechowych
koni. Jako kontrolê pozytywn¹ wykorzystano referencyjne
szczepy wirusów EHV1 i EHV4 (tab. 3). Do izolacji wirusów
w hodowli tkankowej propagowano trzy linie komórkowe,
nerki bydlêcej (MDBK � Madin-Darby bovine kidney), nerki
królika (RK-13 � rabbit kidney) oraz p³uc p³odu koñskiego
(EEL � equine embryonic lung) (tab. 3). Linie pasa¿owano
w butelkach plastikowych (Iwaki, Japonia) o powierzchni dna
25, 75, 150 lub 225 cm2 wed³ug ogólnie przyjêtych zasad,
u¿ywaj¹c jako pod³o¿a wzrostowego p³ynu Eagle�a (MEM �
Minimum Essential Medium Eagle, Sigma Aldrich, Niemcy)
z dodatkiem 10% bydlêcej surowicy p³odowej (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 zaka¿ania linii komórkowych materia³em uzyskanym
z wymazów z b³ony �luzowej nosa lub z tkanek poronionego
p³odu wykorzystywano 24-godzinne hodowle w butelkach
o powierzchni dna 25 cm2, pasa¿owane w rozcieñczeniu 1 : 2
i wykazuj¹ce oko³o 80% pokrycia powierzchni wzrostowej.
Próbk¹ pochodz¹c¹ od jednego zwierzêcia zaka¿ano równo-
legle trzy wymienione linie komórkowe. Równolegle wyko-
nywano zaka¿enia kontrolne, u¿ywaj¹c referencyjnych szcze-
pów wirusów EHV1, Ab-4 o mianie 103,5 TCID

50
 i EHV4,

2252 o mianie 103,4 TCID
50

. Zaka¿one hodowle komórek kon-
trolowano mikroskopowo przez 5 dni na obecno�æ efektu cy-
topatycznego (CPE). Wstêpnej identyfikacji wyizolowanego
wirusa dokonywano poprzez okre�lenie spektrum tkanek wra¿-
liwych na zaka¿enie, charakteru zmian mikroskopowych w za-
ka¿onych hodowlach i szybko�ci ich rozprzestrzeniania siê.
Obecno�æ herpeswirusów koni w materiale u¿ytym do zaka-
¿enia potwierdzano poprzez wykazanie ich materia³u gene-
tycznego metod¹ PCR.

Tab. 4. Sekwencje starterów reakcji PCR

awzaN
aretrats

kenureiK
'5( ® )'3

ajcnewkeS
'5( ® )'3 noigeR

Cg1VHE ® GCTCTAATCCGTTGGTGTAGAGCG Cg

Cg4VHE ® TGTAGCCAACTCAACAAGCACCGA Cg

Cg4/1VHE ¬ AATTGTCATGGTCGCAATGGCAGAG Cg

671VHE ® CATATTGTTGACGCCGTCGGAG 67

674VHE ® ATACGTAGAGCATCTAAAGAAGTC 67

674/1VHE ¬ ATGTCGCTTTCGCTGTTGCTTTG 67

492 pz

76

328 pz507 pz

649 pz

gC

EHV1

EHV4

Objaœnienia (startery PCR):

EHV1 gC EHV1 76

EHV4 gC EHV4 76

EHV1/4 gC EHV1/4 76

Ryc. 1. Regiony w obrêbie genu glikoproteiny C (gC) i genu
76 (76) genomów EHV1 i EHV4 amplifikowane w reakcji
PCR; d³ugo�æ produktów amplifikacji
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Wyniki i omówienie
W toku przeprowadzonych obserwacji klinicznych

stwierdzono, ¿e najwiêcej przypadków jawnych zaka-
¿eñ górnych dróg oddechowych koni mia³o miejsce
w okresie pó�nowiosennym. Spo�ród 90 koni, objêtych
badaniami na przestrzeni dwóch pe³nych sezonów ho-
dowlanych, u 51 do zachorowania dosz³o w kwietniu,
u 23 w maju, u 12 w czerwcu, u 3 w listopadzie, u 1
w grudniu. Wiêkszo�æ klinicznych przypadków tych za-
chorowañ (63,3%) dotyczy³a �rebi¹t i m³odych koni
w wieku do 6. miesi¹ca ¿ycia (tab. 1). Z danych wywia-
du wynika³o, ¿e w okresie poprzedzaj¹cym wyst¹pienie
zaka¿eñ górnych dróg oddechowych w wytypowanych
do badañ stadninach konie nie by³y nara¿one na dzia³a-
nie czynników stresowych, mog¹cych mieæ zwi¹zek
przyczynowy z zachorowaniami. Ustalono natomiast, ¿e
przypadki infekcji górnych dróg oddechowych, spora-
dycznie wik³ane zapaleniem p³uc i niekiedy koñcz¹ce
siê zej�ciem �miertelnym wystêpowa³y w tych fermach
regularnie w cyklu rocznym, najczê�ciej w okresie wio-
sennym.

Wymazy z b³ony �luzowej od 110 koni poddano wstêp-
nie badaniu metod¹ PCR w kierunku identyfikacji ma-
teria³u genetycznego herpeswirusów koni typu 1 i 4. Do-
datkowo analizie metod¹ PCR poddano homogenizaty
narz¹dów wewnêtrznych (p³uca, w¹troba, �ledziona) p³o-
du poronionego przez klacz z grupy zwierz¹t chorych.
Wyniki badañ prezentuj¹ tab. 2 i ryc. 2. Obecno�æ DNA
herpeswirusa koni typu 4 (EHV4) stwierdzono w 9 prób-
kach, pochodz¹cych od 9 zwierz¹t z dwóch ferm (VIII
i IX). Kwas nukleinowy herpeswirusa koni typu 1 (EHV1)
stwierdzono tylko w jednym wymazie (ferma XII). �reb-
na klacz, od której pochodzi³ badany materia³ wykazy-
wa³a typowe dla infekcji wirusowej objawy kliniczne
nie¿ytowego zapalenia górnych dróg oddechowych w po-
staci surowiczo-�luzowego wyp³ywu z nosa, krótkotrwa-
³ej apatii i zmniejszenia apetytu. Ciep³ota wewnêtrzna
utrzymywa³a siê w granicach norm fizjologicznych. Wy-
mienione objawy utrzymywa³y siê przez 4 dni. W 9. mie-
si¹cu ci¹¿y u klaczy dosz³o do poronienia. W wywiadzie
ustalono, ¿e wydalenia p³odu nie poprzedza³y klinicznie
uchwytne objawy zwiastunowe. Ogólny stan zdrowia
klaczy w okresie po poronieniu równie¿ nie odbiega³ od
normy. Badaniem anatomopatologicznym p³odu wyka-
zano obecno�æ zwiêkszonej ilo�ci p³ynu w jamach cia³a,
przekrwienie narz¹dów wewnêtrznych, podtorebkowe,
punkcikowate wybroczyny w narz¹dach mi¹¿szowych
oraz drobne ogniska martwicowe w w¹trobie (ryc. 3).
Zmiany te nasuwa³y podejrzenie wirusowego ronienia
klaczy na tle zaka¿enia EHV1. Metod¹ PCR w homoge-
nizatach ze wszystkich badanych narz¹dów wewnêtrz-
nych p³odu stwierdzono obecno�æ materia³u genetycz-
nego EHV1, co �wiadczy, ¿e wirus ten by³ przyczyn¹
ronienia.

Reprezentatywn¹ grupê 58 próbek pobranych od 90
koni pochodz¹cych z 12 �rodowisk oraz materia³ z tka-
nek poronionego p³odu poddano próbie izolacji wiru-
sów w hodowli komórkowej poprzez zaka¿anie bada-
nym materia³em trzech linii ci¹g³ych (RK-13, EEL,
MDBK). Wyniki badania hodowlanego podano w tab. 2.

Pozytywny efekt izolacji i adaptacji do hodowli komór-
kowej uzyskano w odniesieniu do dwóch szczepów
EHV1. Jeden szczep wyizolowano z wymazu z b³ony
�luzowej górnych dróg oddechowych klaczy (ferma XII),
a drugi z poronionego przez ni¹ p³odu. Obydwa szczepy
namna¿a³y siê na wszystkich, wykorzystanych w bada-
niach liniach komórkowych, powoduj¹c pojawienie siê
po 48-72 godzinach inkubacji hodowli charakterystycz-
nego efektu cytopatycznego, obejmuj¹cego 80-100% po-
wierzchni wzrostowej. Dodatni wynik badania hodow-
lanego potwierdzono metod¹ PCR, u¿ywaj¹c do ekstrak-
cji DNA supernatantu zaka¿onej hodowli komórkowej.

Ryc. 2. Produkty reakcji PCR uzyskane na matrycy DNA te-
renowych szczepów EHV1 i EHV4 z u¿yciem starterów kom-
plementarnych do regionów w obrêbie genu glikoproteiny C
(gC) i genu 76 (g76)
Obja�nienia: M � marker masy cz¹steczkowej (100bp DNA
ladder, MBI Fermentas, Litwa); nr 1 � 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
szczepów podano zgodnie z tab. 2; oznaczenia starterów � zgod-
nie z tab. 4.

328 pz
507 pz

649 pz
492 pz

M 1 2 3 4 M

Ryc. 3. Badanie anatomopatologiczne poronionego p³odu.
Widoczne drobne ogniska martwicowe w w¹trobie
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Nie powiod³a siê natomiast próba izolacji i adaptacji do
hodowli komórkowych herpeswirusów koni typu 4, któ-
rych materia³ genetyczny stwierdzono metod¹ PCR w 9
próbkach, pochodz¹cych z wymazów z b³ony �luzowej
górnych dróg oddechowych. W ¿adnej z u¿ytych do ba-
dañ linii komórkowych nie stwierdzono efektu cytopa-
tycznego, �wiadcz¹cego o obecno�ci w badanym mate-
riale innych wirusów, wykazuj¹cych predylekcjê do uk³a-
du oddechowego. W odniesieniu do próbek pobranych
od 20 koni z grupy kontrolnej wyniki obydwu badañ
wirusologicznych by³y ujemne.

Przeprowadzone badania wirusologiczne mia³y na celu
izolacjê oraz identyfikacjê i ró¿nicowanie dwóch g³ów-
nych czynników przyczynowych zaka¿eñ górnych dróg
oddechowych koni � EHV1 i EHV4. Badania obejmo-
wa³y próbê izolacji wirusów z u¿yciem trzech linii ko-
mórkowych oraz metodê PCR z u¿yciem dwóch zesta-
wów starterów. Badanie hodowlane wypad³o pozytyw-
nie w przypadku dwóch próbek, z których wyizolowano
szczepy EHV1. Jeden szczep (LB-99) pochodzi³ z wy-
mazu z b³ony �luzowej nosa, natomiast drugi (LB-00)
z tkanek poronionego p³odu. Badanie tych samych pró-
bek metod¹ PCR potwierdzi³o obecno�æ EHV1 w dwóch
próbkach dodatnich w badaniu hodowlanym oraz wyka-
za³o obecno�æ DNA herpeswirusów dodatkowo w 9 prób-
kach. Na podstawie wielko�ci uzyskanych produktów
amplifikacji zidentyfikowano je jako zawieraj¹ce DNA
EHV4.

Uzyskane wyniki wskazuj¹ na zasadno�æ równoczes-
nego stosowania w tego typu badaniach kilku ró¿nych
metod diagnostycznych, co pozwala na zminimalizowa-
nie ograniczeñ, wynikaj¹cych ze specyfiki poszczegól-
nych testów, przy jednoczesnym zwiêkszeniu prawdo-
podobieñstwa rozpoznania. W odniesieniu do metody
izolacji wirusów w hodowli komórkowej istotnym ogra-
niczeniem jest moment pobierania od chorych koni wy-
mazów do badania wirusologicznego. Wykazano, ¿e
w zaka¿eniach górnych dróg oddechowych koni zdolne
do replikacji cz¹steczki wirusów pojawiaj¹ siê w wy-
dzielinie zapalnej w wiêkszej ilo�ci najczê�ciej w okre-
sie krótkotrwa³ej wiremii, która manifestuje siê klinicz-
nie wzrostem temperatury wewnêtrznej (29). Wyj¹tkiem
jest wirus zapalenia nosa typu B (ERBV), który mo¿na
izolowaæ z wymazów z b³ony �luzowej nosa zwierz¹t
chorych nawet do miesi¹ca po zaka¿eniu (5). Fazê wire-
mii, w której pobranie materia³u daje najwiêksze szanse
izolacji zarazka, niekiedy trudno jest uchwyciæ. Ponad-
to wirusy z predylekcj¹ do górnych dróg oddechowych
czêsto wywo³uj¹ zaka¿enia o przebiegu subklinicznym
lub bezobjawowym. Na ten fakt zwrócili uwagê, miê-
dzy innymi, Carman i wsp. (5), w opublikowanych
wynikach badañ serologicznych koni chorych oraz nie
wykazuj¹cych objawów choroby, pochodz¹cych ze �ro-
dowisk, w których okresowo wystêpowa³y infekcje dróg
oddechowych.

Znaczenie w badaniach wirusologicznych ma tak¿e
sposób pobierania materia³u oraz czas i warunki jego
transportu do pracowni diagnostycznej. Obecno�æ lipo-
proteinowej otoczki w wirionach herpeswirusów czyni
te zarazki wra¿liwymi na czynniki �rodowiska zewnêtrz-
nego. W badaniach w³asnych poprzez wykorzystanie

pod³o¿y transportowych oraz pojemników z lodem ogra-
niczono wp³yw czynników zewnêtrznych na ¿ywotno�æ
wirusów.

Badanie hodowlane w przypadku zaka¿eñ wirusowych
uznawane jest za �z³oty standard� diagnostyczny, jed-
nak nie wszystkie wirusy daj¹ siê ³atwo adaptowaæ do
wzrostu i namna¿ania w hodowli komórek, zw³aszcza
w odniesieniu do próbek materia³u klinicznego. Znacz-
ne rozbie¿no�ci w tym zakresie stwierdzane s¹ czêsto
nawet w obrêbie jednej rodziny wirusów. Przyk³adowo,
EHV1 daje siê ³atwo izolowaæ w wielu liniach komór-
kowych, szczególnie z tkanek poronionego p³odu, nato-
miast EHV4 pomimo szerokiego rozprzestrzenienia
w populacji koni, rzadko jest izolowany (10). Ponadto
niektóre wirusy, np. wirus zapalenia nosa typu A, nie
zawsze powoduj¹ powstanie charakterystycznego efek-
tu cytopatycznego w zaka¿onej hodowli (16).

Badania dotycz¹ce izolacji i identyfikacji wirusowych
czynników etiologicznych infekcji dróg oddechowych
koni prowadzone by³y w wielu krajach �wiata (5, 9, 10,
14, 19, 21). Uzyskiwane wyniki nie zawsze jednak wska-
zywa³y jednoznacznie na przyczynê zachorowañ. Lakritz
i wsp. (14) badali �rebiêta w wieku 1-7 miesiêcy, wyka-
zuj¹ce objawy zaburzeñ oddechowych w kierunku wy-
krywania herpeswirusów, adenowirusów oraz wirusa gry-
py koni. Na 11 badanych zwierz¹t tylko w jednym przy-
padku autorom uda³o siê wyizolowaæ szczep herpes-
wirusa koni nale¿¹cy do typu 2 (EHV2), który z uwagi
na ubikwitarne wystêpowanie, ³atwo�æ hodowli i czêste
nosicielstwo u zwierz¹t zdrowych rzadko uznawany jest
za przyczynê infekcji. Badania na obszerniejszym mate-
riale opublikowali Gilkerson i wsp. (10). Na 327 bada-
nych wymazów z b³ony �luzowej nosa �rebi¹t pozytyw-
ny wynik izolacji herpeswirusa typu 4 uzyskano tylko
w 19 przypadkach (5,8%). Dodatnie wyniki badania ho-
dowlanego potwierdzono metod¹ PCR, w której obec-
no�æ materia³u genetycznego EHV4 wykazano dodatko-
wo w 7 wymazach (8%). Wyniki tych badañ potwierdzi-
³y zasadno�æ równoczesnego stosowania kilku testów
diagnostycznych, co wykazano tak¿e w badaniach w³as-
nych. Wyniki 10-letnich badañ nad wystêpowaniem za-
ka¿eñ herpeswirusowych u koni opublikowali w Japonii
Matsumura i wsp. (19). W populacji 3326 zwierz¹t w ró¿-
nym wieku typ 1 herpeswirusa wyizolowano z 38 wy-
mazów z nosa, typ 4 z 60, a typ 2 z 86 próbek. W odnie-
sieniu do wysokiego odsetka izolacji EHV2 autorzy przy-
taczaj¹ sugestiê Studderta (cyt. 14) dotycz¹c¹ braku
zwi¹zku tego wirusa z infekcjami dróg oddechowych.
Carman i wsp. (5) przeprowadzili natomiast porównaw-
cze badania 92 koni z objawami ostrego zapalenia dróg
oddechowych w kierunku identyfikacji wirusów zapale-
nia nosa typu A i B, herpeswirusa typu 1 oraz wirusa
grypy. W badaniu hodowlanym oraz w te�cie seroneu-
tralizacji pozytywny wynik uzyskano w odniesieniu do
wirusa grypy, odpowiednio, w 4,3% i 36% przypadków,
ERAV w 0% i 9,8% przypadków, ERBV w 14% i 30,4%
przypadków oraz EHV1 w 0% i 22% przypadków.
Analiza wyników tych badañ wskazuje na rozbie¿no�ci
pomiêdzy ocen¹ serologiczn¹ i badaniem hodowlanym,
co potwierdzono tak¿e w poprzednich badaniach w³as-
nych (13).
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Zaka¿enia koni z udzia³em EHV1 zwykle badane s¹
w kontek�cie wywo³ywania ronieñ klaczy, padniêæ �re-
bi¹t w okresie oko³oporodowym, a niekiedy zaburzeñ
neurologicznych (18, 20). Rzadko natomiast zarazek
izolowany jest z górnych dróg oddechowych. Kliniczne
objawy zaka¿enia pierwotnego lub reaktywacji wirusa
ze stanu latencji s¹ zazwyczaj s³abo nasilone i czêsto
pozostaj¹ niezauwa¿one. W badaniach w³asnych tylko
w jednym przypadku uda³o siê wyizolowaæ ten wirus
z wymazu z b³ony �luzowej nosa klaczy, która poroni³a,
a z narz¹dów wewnêtrznych p³odu wyizolowano EHV1.
W dalszych badaniach potwierdzono to¿samo�æ tego izo-
latu z uzyskanym z wymazu. Wprawdzie opisany prze-
bieg choroby oraz sekwencja wystêpowania objawów
by³y do�æ typowe, ale w przypadkach, kiedy nie docho-
dzi do poronienia, z regu³y trudno jest powi¹zaæ wyst¹-
pienie niespecyficznych objawów ze strony uk³adu od-
dechowego z zaka¿eniem EHV1. Opis analogicznego
przypadku ronienia u klaczy, poprzedzonego zaka¿e-
niem górnych dróg oddechowych, podaj¹ Crabb i Stud-
dert (6, 7).

Nowoczesna diagnostyka zaka¿eñ herpeswirusowych
koni, poza ró¿nicowaniem poszczególnych typów, po-
winna zmierzaæ w kierunku ró¿nicowania szczepów
EHV1 wywo³uj¹cych ronienia, zaburzenia neurologicz-
ne i zaka¿enia uk³adu oddechowego. Wyniki ostatnich
badañ wskazuj¹, miêdzy innymi, na mo¿liwo�æ wyko-
rzystania testu Real Time PCR do ró¿nicowania neuro-
patogennych i nieneuropatogennych szczepów EHV1 na
podstawie ró¿nic genetycznych w obrêbie genu polime-
razy (2). Metodê tê zastosowano tak¿e do rutynowej,
szybkiej diagnostyki zaka¿eñ EHV1 (8). Przydatny do
celów diagnostyki i ró¿nicowania zaka¿eñ herpeswiru-
sowych jest tak¿e test PCR-multiplex, umo¿liwiaj¹cy wy-
krywanie i ró¿nicowanie dwóch lub wiêcej typów wiru-
sa w jednej reakcji (15, 31). Zastosowanie tej metody
do ró¿nicowania EHV1, EHV2, EHV4 i EHV5 opisali
Wang i wsp. (32). Wykorzystana w badaniach w³asnych
jednostopniowa reakcja PCR-multiplex okaza³a siê przy-
datn¹ do wykrywania oraz ró¿nicowania dwóch najwa¿-
niejszych herpeswirusów koni, EHV1 i EHV4. Wysoka
czu³o�æ i specyficzno�æ metody PCR w po³¹czeniu z pro-
stot¹ wykonania oraz znaczn¹ oszczêdno�ci¹ czasu czy-
ni z niej wygodn¹ alternatywê dla metod konwencjonal-
nych, takich jak badanie hodowlane, dotychczas uzna-
wane za test odwo³awczy.
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