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Herpeswirus konski typ 1 (EHV1)
przyczyna poronien u klaczy w Polsce

Zaktad Wirusologii Pasistwowego Instytutu Weterynaryjnego, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Putawy

Summary

Equine herpesvirus type 1 (EHV1) — 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 for MDBK
cell line inoculation were made from the internal
organs of aborted foetuses. The films of the prepa-
rations were labelled with a commercial conjugate
RPK Gamakon, Mevak, Slovakia. A distinct positive
fluorescence of infected cells, especially those derived
from lungs of foetuses, was observed. Direct staining
by means of the fluorescent antibody technique con-
firmed that EHV1 was responsible for infection.

Zakazenia herpeswirusowe, najczesciej herpeswi-
rusem koriskim typ 1 (EHV), sa jedna z zasadniczych
przyczyn masowych poroniefi u klaczy. Ponadto
wirus ten powoduje zakazenia uktadu oddechowego
oraz nerwowego. Rzadziej przyczyna poronieri u
klaczy jest herpeswirus koriski typ 4 (EHV 4), ktéry
wywotuje gléwnie zakazenia uktadu oddechowego
umtodych koni (1,4, 5, 6). Poronienia na tle zakazefi
EHV 1 1 4 wystepuja zazwyczaj migdzy 8 a 11
miesigcem cigzy. Z reguly roni 1-2 klacze w stadzie,
jednakze niekiedy wskaznik poroniefi moze osiagaé
warto$¢ 50%. Roniace klacze nie wykazuja objawow
choroby, brak jest objawéw zwiastunowych, a fo-
zysko z reguly wydalane jest razem z ptodem.

W ciagu ostatnich kilku lat do Zaktadu Wirusologii
Panistwowego Instytutu Weterynaryjnego w Puta-
wach dostarczono szereg poronionych plodéw kla-
czy z réznych oSrodkéw hodowlanych. W prezen-
towanej pracy przedstawiono wyniki badan, ktérych
celem byto ustalenie przyczyny ronien.

Material i metody

Dostarczone ptody Zrebiat poddano sekcji. Nastepnie
do dalszych badaii pobierano wycinki chorobowo zmie-
nionych narzadéw wewnetrznych (pluca, watroba, nerki,
§ledziona, serce).

Odczyn immunofluorescencji bezposredniej - z pobra-
nych narzadéw wewngtrznych wykonywano preparaty
odciskowe, ktére utrwalano nad ptomieniem lub w ace-
tonie schtodzonym do -20°C przez 20 min. Preparaty
znakowano koniugatem handlowym RPK Gamakon (Me-

vak, Stowacja) w rozciericzeniu 1:4 przez 30 min. w temp.
37°C, ptukano 3-krotnie (2-krotnie PBS, 1 raz woda de-
stylowana), suszono i zatapiano w zbuforowanej glicery-
nie pH 8,5. Preparaty ogladano w mikroskopie UV Jena-
lumar (Carl Zeiss Jena) przy powiekszeniu 250x.

Izolacja wiruséw — z pobranych narzadéw wewnetrz-
nych przygotowywano 10% zawiesiny, ktérymi zakazano
hodowle komérek linii ciagtej MDBK. Hodowle zakaza-
no metoda adsorpcji przez 1 godz. w temp. 37°C. Obser-
wacje zakazonych hodowli prowadzono przez 3-5 dni.
Hodowle, w ktérych wystapity zmiany cytopatyczne pod-
dawano badaniom zmierzajacym do identyfikacji wyizo-
lowanego czynnika. W tym celu materiatem z II lub III
pasazu zakazano hodowle MDBK na szkietkach nakryw-
kowych w probéwkach Leightona. Hodowle inkubowano
24-48 godz. w temp. 37°C, a po utrwaleniu w schtodzo-
nym acetonie znakowano koniugatem RPK jak wyzej.
Jako preparat kontrolny stuzyta niezakazona hodowla ko-
moérek MDBK oraz hodowla MDBK zakazona standar-
dowym szczepem AB-4 wirusa EHV 1 znakowane koniu-
gatem RPK.

Wyniki i oméwienie

W trakcie sekcji ptodéw stwierdzano znaczne ilo-
Sci ptynu w jamach piersiowej i brzusznej. W plucach
obserwowano liczne wybroczyny i podbiegnigcia
krwawe. Podobne zmiany notowano na uszkach ser-
ca oraz wzdtuz naczyn wiericowych. Drobne punk-
cikowate wybroczyny obserwowano takze pod torebka
Sledziony zwlaszcza wzdluz jej ostrych krawedzi.
Watroba byta z reguty obrze¢kta z widocznymi sza-
roz6ttymi ogniskami martwicowymi.

Wyniki testu immunoflurescencji bezposredniej
przedstawiono na ryc. 1. Jest to preparat odciskowy
z pluc ptodu znakowany koniugatem RPK. Widocz-
na jest silna, jasna fluorescencja zakazonych ko-
morek. Swieci zaréwno cytoplazma jak i drobne
ziarnistoSci w jadrach komoérek. Podobne $wiecenia
notowano takze w innych preparatach odciskowych
wykonanych z pozostatych narzadéw. Nalezy jednak
stwierdzi¢, ze intensywno$¢ $wiecen oraz liczba
Swiecacych komérek byta z reguty najwicksza wilas-
nie w preparatach z ptuc.

W badaniu wirusologicznym w hodowli komérek
MDBK z pobranych prébek narzadéw wyizolowano
herpeswirus kofiski prawdopodobnie typ 1. Efekt
cytopatyczny (CPE) wystepowatl juz w pierwszym
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Ryc. 1. Preparat odciskowy z ptuc plodu znakowany
koniugatem RPK Gamakon w rozcieiczeniu 1:4, pow. 250x

Ryc. 2. Hodowla komérek MDBK zakazona wyizolowanym szczepem
wirusa EHV 1, koniugat RPK Gamakon 1:4, pow. 250x

Ryc. 3. Kontrolna hodowla komdrek MDBK,
koniugat RPK Gamakon, pow. 250X

pasazu po 24-48 godz. inkubacji w temp. 37°C. We
wstepnej fazie CPE charakteryzowal si¢ wystepo-
waniem zaokraglonych komoérek silnie zatamuja-
cych §wiatlo. Nastepnie zmiany poglebiaty si¢, po-
jawialy si¢ ubytki w jednolitej warstwie komorek.

W stadium koficowym zakazenia tworzyty si¢ wie-
lojadrzaste zespélnie z diugimi wypustkami cyto-
plazmatycznymi. Identyfikacje wyizolowanego wi-
rusa przeprowadzano metoda immunofluorescencji.
Ryc. 2 przedstawia specyficzna jasnozielong fluo-
rescencje zakazonych komérek identyczna jak po
zakazeniu szczepem standardowym AB-4 wirusa
EHV 1. W peparacie kontrolnym (niezakazona ho-
dowla komérek znakowana koniugatem RPK) brak
jakichkolwiek §wieceni (ryc. 3).

W Polsce omawiane zagadnienie bylo przedmio-
tem wielu wezesniejszych badai (2, 3, 7). Ich wy-
nikiem bylo uzyskanie przez Woyciechowska, po
adaptacji wyizolowanego wirusa rhinopneumonitis
do chomika, wysokoimmunogennego SZCZepu SZCze-
pionkowego nazwanego przez autorke RAC-H.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze herpeswirus
koriski typ 1 pozostaje nadal jednym z giéwnych
czynnikéw powodujacych poronienia u klaczy w
Polsce.
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Celem uzyskania informacji o rozmieszczeniu herpeswirusa byd-
ta 1 (BHV-1) w organiZmie jego naturalnego gospodarza jakim jest
bydto zakazono cielgta w wieku 3-5 miesigcy szczepem Los Angeles
BHV-1. Donosowa dawka zakaZna wynosita 107® pfu/ml. Obecnosé
wirusa w tkankach identyfikowano metoda PCR oraz immuno-PCR/Ag.
W wydzielinie jamy nosowej wystgpowat wirusowy DNA w mianie

10** TCIDso lub powyzej przy badaniu metoda PCR. Badanie tych
samych prébek metoda immuno-PCR/Ag pozwolifo na wykrycie wi-
rusa BHV-1 do 19 dnia po zakazeniu. Dwudziestego drugiego dnia
po zakazeniu wirus wystepowat w zwojach nerwu tréjdzielnego, w
jajnikach, phucach, §luzie jamy nosowej i tchawicy, §ledzionie, przed-
topatkowych weztach chtonnych, leukocytach krwi obwodowej.
Nie stwierdzono obecnosci wirusa w tkance mig$niowej. Wydaje sig,
ze leukocyty sa zaangazowane w zakaZeniach latentnych wirusem
BHV-1.
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