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Herpeswirus koński typ 1 (EHVI)
przyczyną poronień u klaczy w polsce

Zakład Wirusologii Państwowego Instytutu Weterynaryjnego, Al. Partyzantów 57,24-100 Puławy

Equine n".n..o,.,rl;. ,";:v1) - a causative
agent of abortion in pregnant mares

The purpose of the study was to identify an infec-
tious agent causing abortions in mares. Apart from
impresion slides, ten per cent suspensions fór MDBK
cel| line inoculation were made from the internal
organs of, ab prepa-
rations were njugate
RPK Gamak posiiive
fluorescence derived

Direct staining
technique con-
r infection.

Zakażenta h erp e s w i ru s owe, n aj c zę śc iej he rpe s wi -
rusem końskim typ 1 (EHV), są jedną zzasadniczych
przyczyn masowych poronień u klaczy. Ponadto
wirus ten powoduje zakażenia układu oddechowego
oraz nerwowego, Rzadziej przyczyną poronień u
klaczy jest herpeswirus koński typ 4 (EHV 4),któty
wywołuj e głównie zakażenia układu oddechowego
u młodych koni ( 1 , 4, 5, 6). Poronienia nat|ę zakażeń
EHV 1 i 4 występują zazwyczaj między 8 a 11
mie siącem ctąży . Z r e guły r oni I -2 klacze w stadzie,
jednakze niekiedy wskaźnik poronień moze osiągać
wartośó 50%. Roniące klacze nie wykazują objawów
choroby, brak jest objawów zwiastunowych, a ło-
zysko z reguły wydalane jest razem z płodem.

W ciągu ostatnich kilku lat doZakładuWirusologii
Państwowego Instytutu Weterynaryjnego w Puła-
wach dostarczono szereg poronionych płodów kla-
czyz h.Wprezen-
towan adań, których
celem ń.

Materiał i metody

Dostarczone płody źrebiąt poddano sekcji. Następnie
do dalszych badań pobierano wycinki chorobowo zmie-
nionych narządów wewnętrznych (płuca, wątroba, nerki,
śledziona, serce).

Odczyn immunofluorescencji bezpośredniej - z pobra-
ny ch narządów wewnę trzny ch wykonywano preparaty
odciskowe, które utrwalano nad płomieniem lub w ace-
tonie schłodzonym do -20"C przez żO min. Preparaty
znakowano koniugatem handlowym RPK Gamakon (Me-
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vak, Słowacja) w rozcieńczeniu I:4przez 30 min. w temp.
37'C, płukano 3-krotnie (2-krotnie PBS, 1 raz woda de-
stylowana), suszono izatapiano w zbuforowanej glicery-
nie pH 8,5. Preparaty oglądano w mikroskopie UV Jena-
lumar (Carl Zeiss Jena) przy powiększeniu 250x.

Izolacja wirusów - z pobranych narządów wewnętrz-
nych p rzy g oto wywano I }Vo zaw ie siny, któ ry m i zakażano
hodowle komórek linii ciągłej MDBK. Hodowle zakaża-
no metodą adsorpcji przez I godz. w temp. 37'C. Obser-
wację zakażonych hodowli prowadzono przez 3-5 dni.
Hodowle, w których wystąpiły zmiany cytopatyczne pod-
dawano badaniom zmierzającym do identyfikacji wyizo-
lowanego czynnika. W tym celu materiałem z II lub III
pasażu zakażano hodowlę MDBK na szkiełkach nakryw-
kowych w probówkach Leightona. Hodowle inkubowano
ż4-48 godz. w temp. 37'C, a po utrwaleniu w schłodzo-
nym acetonie znakowano koniugatem RPK jak wyżej.
Jako preparat kontrolny słuzyła niezakażonahodowla ko-
mórek MDBK oraz hodowla MDBK zakażona standar-
dowym szczepem AB-4 wirusa EHV 1 znakowane koniu-
gatem RPK.

Wyniki i omówienie

W trakcie sekcji płodów stwierdzano znaczne ilo-
ści płynu w jamach piersiowej i brzusznej. Wpłucach
obserwowano liczne wybroczyny i podbiegnięcia
krwawe. Podobne zmiany notowano na uszkach ser-
ca oraz wzdłuż naczyń wieńcowych. Drobne punk-
cikowate wybroczyny obserwow ano takżepod torebką
śledziony zwłaszcza wzdłuż jej ostrych krawędzi,
Wątroba była z reguły obrzękła z widocznymi sza-
rożółty mi o gniskami martwicowymi.

Wyniki testu immunoflurescencji bezpośredniej
przedstawiono na ryc. 1, Jest to preparat odciskowy
zpłuc płodu znakowany koniugatem RPK. Widocz-
na jest silna, jasna fluorescencja zakażonych ko-
mórek. Swieci zarówno cytoplazma jak i drobne
ziarnistości w jądrach komórek. Podobne świecenia
notowano takze w innych preparatach odciskowych
w yko n anych z p o zo stały ch n ar ządów. N al e ży j e dn ak
stwierdzić, że intensywność świeceń oraz liczba
świecących komórek była z reguły największa właś-
nie w preparatach zpłuc,

W badaniu wirusologicznym w hodowli komórek
MDBK z pobranych próbek narządów wyizolowano
herpeswirus koński prawdopodobnie typ 1, Efekt
cytopatyczny (CPE) występował już w pierwszym
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Ryc. l, Preparat odciskowy z płuc płodu znakowany

koniugatem RPK GamŃon w rozcieńczeniu 1:4, pow. 250x

Ryc. 2. Hodowta komórek MDBK zakażona wyizolowanym szczepeln

wirusa EHV l, koniugat RPK Gamakon l:4, pow. 250x

W stadium końcowym zakażer.la tworzyły się wie-
lojądrzaste zespólnie z długimi wypustkami cyto-
piazmaty cznymi. Identyfikacj ę wyizolow anego wi-
ius u p.r-"p.ow adzano metodą immunofl uorescencj i,

Ryc. 2 pizedstawia specyficzną jasnozieloną fluo-
reicencjĘ zakażonych komórek identyczną jak po

zakażeńtu szczępem standardowym AB-4 wirusa
EHV 1. W pepaiacie kontrolnym (niezakazona ho-
dowla komórek znakowana koniugatem RPK) brak
jakichkolwiek świeceń (ryc. 3).

W Polsce omawiane zagadnienie było przedmio-
tem wielu wcześniejszych badań (2, 3, 7). Ich wy-
nikiem było uzyskanlre przęz Woyciechowską, po

adaptacji 
-wyizolowanego 

wirusa rhinopneumonitis
do ch omika, wy s okoimmun o gen n e go szczepu szcze-
pionkowego nazwanego przez aŃorkę RAC-H.
^ 

Reasumuj ąc należy stwierdzić, ze herpeswirus
koński typ 1 pozostaje nadal jednym z głównych
czynników powodujących poronienia u klaczy w
Polsce.
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Ryc. 3, Kontrolna hodowla komórek MDBK,
koniugat RPK Gamakon, pow 250x

pasazu po 24-48 godz. inkubacji w temp. 37"C. We
wstępnej fazie CPE charakteryzował się występo-
waniim zaokrąglonych komórek silnie załamują-
cych światło. Następnle zmlany pogłębiały się, p9-
jawiały się ubytki w jednolitej warstwie komórek.
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Celem uzyskania informacji o rozmieszczeniu herpeswirusa byd-

ła 1 (BHV-l) w organiźmie jego nafuralnego gospodarza jakim jest

bydło zakażono cielęta w wieku 3-5 miesięcy szczepem Los Angeles

BHV-1. Donosowa dawka zakaźna wynosiła 107'8 pfu/ml, Obecność

wirusa w tkaŃach identyfikowano metodą PCR oraz immuno-PCR,/Ag,

W wydzielinie jamy nosowej występował wirusowy DNA w mianie

10a'3 TCIDso lub powyżej przy badaniu metodą PCR. Badanie tych

samych próbek metodą immuno-PCR/Ag pozwoliło na wykrycie wi-

rusa BHV-1 do 19 dnia po zakżeniu. Dwudziestego drugiego dnia

po zakażeniu wirus występował w zwojach nerwu trójdzielnego, w

jajnikacb, płucach, śluzie jamy nosowej i tchawicy, śledzionie, przed-

łopatkowych węzłach chłonnych, 1eukocytach krwi obwodowej,

Nie stwierdzono obecności wirusa w tkance mięśniowej, Wydaje się,

że leukocyty są zaangażowanę w zakażeniach latentnych wirusem

BHv-l.

G.


