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Equine Herpesvirus type 1 — well known, but still challenging

Abstract: Equine herpesvirus type 1 (EHV-1) is a double-stranded DNA virus occurring in all breeds of horses. It belongs to the
Varicellovirus genus, Herpesviridae family and Alphaherpesvirinae subfamily. EHV-1 may cause epidemic respiratory disorders, abortions
in pregnant mares, neonatal foal death, chorioretinopathy and also neurological disease, termed equine herpesvirus myeloencephalopathy
(EHM). The infection spreads by inhalation of the aerosolised infectious virus or close contact with aborted fetuses, fetal membranes and
fomites. Lifelong latency has been demonstrated especially in trigeminal ganglion, lymphatic tissues draining the respiratory tract and in
peripheral blood leukocytes, from where the virus can be periodically reactivated. Both traditional serologic and virus isolation tests have
been available for a long time, however, these assays have disadvantages, interfering with fast and reliable detection of EHV-1. Advances
in molecular biology and the use of quantitative PCR system allow for more sensitive detection in a single genome copy range, higher
analytical specificity and calculation of EHV-1 viral loads.
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1. Wstep

Herpeswirus koni typ 1 (EHV-1), poczatkowo nazy-
wany wirusem zakaznego ronienia klaczy jest jednym
z najbardziej powszechnych patogenéw wystepujacych
w populacji koni, bedac czgsta przyczyng powaznych
strat ekonomicznych. Wirus ten powoduje zakazenia
goérnych drog oddechowych, poronienia u cigzarnych
klaczy, $mier¢ nowonarodzonych Zzrebigt, choroby
oczu jak réwniez przypadki zapalenia moézgu i rdze-
nia kregowego w postaci herpeswirusowej mielo-
encefalopatii (EHM - Equine Herpesvirus Myeloen-
cephalopathy). U osobnikéw chorych, wirus moze
umiejscowic si¢ w zwoju nerwu tréjdzielnego, weztach
chtonnych zlokalizowanych w obrebie gérnych drég
oddechowych i w leukocytach krwi obwodowej przyj-
mujac posta¢ zakazenia latentnego, mogacego utrzy-
mywac si¢ przez wiele lat.

Wyniki szeroko prowadzonych badan nad EHV-1,
jednoznacznie potwierdzajg wystepowanie w popula-
¢ji koni szczepdw rdznigcych sie wirulencja (wysoko-
i slabo-zjadliwe). Jednakze pomimo zdobytej wiedzy
i nieustannych wysitkow badaczy na calym s$wiecie,
wiele zagadnien dotyczacych natury EHV-1 jest nadal
stabo poznana.

2. Charakterystyka ogdlna rodziny Herpesviridae

Wirusy nalezace do rodziny Herpesviridae sg szeroko
rozpowszechnione w populacji wielu gatunkéw ssakow,
ptakow i gadow. W jej sklad zaliczamy trzy podrodziny:
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae i Gammaher-
pesvirinae. Posiadaja one liniowy, dwuniciowy DNA
(o wielkosci 124-230 tys. par zasad), otoczony ikosa-
edralnym kapsydem zbudowanym ze 162 kapsomerow,
ktore otacza tegument. Zewnetrzng warstwe wirionu
stanowi bialkowo-lipidowa otoczka na powierzchni
ktdrej znajduja si¢ glikoproteiny. W skfad rodziny Her-
pesviridae zalicza si¢ 14 rodzajow, ktore ze wzgledu na
przynalezno$¢ gatunkowa mozna podzieli¢ na: wirusy
wystepujace u ludzi, malp cztekoksztaltnych, wirusy
innych ssakéw, a takze ptakow, ptazow i gadow, ryb kost-
noszkieletowych oraz wirusy bezkregowcow [35, 57].

Z biologicznego punktu widzenia, rodzina Herpes-
viridae charakteryzuje sie czterema wlasciwo$ciami.
Pierwsza z nich jest mozliwo$¢ ustanowienia stanu
latencji w komorkach gospodarza. Po drugie, zaréwno
proces syntezy wirusowego DNA jak i formowania sie
kapsydu ma miejsce w jadrze komérkowym. Kolejna
wladciwoscig jest posiadanie dwuniciowego kwasu de-
oksyrybonukleinowego, kodujacego szereg enzymow
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bioracych udzial w metabolizmie kwaséw nukleino-
wych, biatek i w syntezie DNA. Czwartg cecha jest
$mier¢ komorki gospodarza na skutek uwalniania sig
wiruséw potomnych [57].

3. Rys historyczny

Badania nad czynnikami zakaznymi o etiologii
wirusowej wywolujagcymi ronienia u klaczy miaty
swoj poczatek w latach trzydziestych ubieglego wieku
na Uniwersytecie Rolniczym w stanie Kentucky (USA).
Infekcja, za wywolanie ktérej podejrzewano nieznany
wspolczesnej nauce wirus, zostala po raz pierwszy
opisana w 1933 roku na podstawie zaobserwowanych
zmian anatomopatologicznych u poronionego kon-
skiego ptodu [16]. Niecale dwie dekady pdznej w dia-
gnostyce zakaznego ronienia klaczy postuzono sig
metodami serologicznymi z ktérych najszersze zasto-
sowanie znalazl odczyn wigzania dopelniacza [18].
W tym samym czasie podjeto proby wyizolowania
i namnozenia w pelni zjadliwego wirusa, poczatkowo
przy uzyciu oseskow chomikéw syryjskich [19], zale-
zonych zarodkéw kurzych [20] jak réwniez i hodowli
komorkowych [44].

Kolejne badania dotyczace wyjasnienia patogenezy
poronien na tle EHV-1, przyczynily si¢ do odkry-
cia powinowactwa zarazka do ukladu oddechowego.
Inokulowanie ci¢zarnych klaczy filtratami pochodzg-
cymi od poronionych ptodéw konskich ze zmianami
anatomopatologicznymi sugerujacymi zakazenie wiru-
sem, wykazalo pojawienie si¢ u nich objawdw choro-
bowych ze strony gornych drég oddechowych [40].
Badania dotyczace etiopatogenezy wirusa zakaznego
ronienia klaczy w odniesieniu do uktadu oddecho-
wego dotyczyty réwniez koni mlodych. Stwierdzono,
ze u tych osobnikéw wirus takze jest odpowiedzialny
za wystepowanie zakazen w obrebie gornych drég
oddechowych [21]. Fakt ten zostal potwierdzony, po
doktadnym przeanalizowaniu charakteru i umiejsco-
wienia zmian anatomopatologicznych, wystepujacych
u zakazonych miodych koni i poronionych ptodéw.
Dlatego tez badacze zasugerowali, by wirus odpowie-
dzialny za przypadki poronien u klaczy byt takze brany
pod uwage jako jeden z gtéwnych patogenéow ukladu
oddechowego [17].

Do poczatku lat osiemdziesigtych wyrdzniano dwa
podtypy wirusa EHV-1. Pierwszy z nich uwazany byt
za czynnik etiologiczny wywotujacy ronienia i zaburze-
nia ze strony ukladu nerwowego, podczas gdy podtyp
drugi miat odpowiada¢ gtéwnie za infekcje w obrebie
gornych drég oddechowych. Punktem zwrotnym byta
analiza wyzej wymienionych podtypéw z zastosowa-
niem enzymow restrykcyjnych, ktéra wykazata szereg
réznic w profilach elektroforetycznych, jednoznacznie
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wskazujgc na ich odrebnos¢ [65, 78, 82]. Dlatego tez
zespol badaczy z Australii zasugerowal aby oba te pod-
typy nazywano odpowiednio EHV-1i EHV-4 [78].

W 2005 roku przeprowadzono szczegdtowa ana-
lize genetyczng sekwencji nukleotydowych szczepdw
EHV-1, z ktérych jeden zostal wyizolowany z przypadku
klinicznego, manifestujacego si¢ objawami neurologicz-
nymi (Ab4) i drugi bedacy przyczyna poronien, gdzie
nie odnotowano zaburzen nerwowych (V592). Badacze
odkryli mutacj¢ punktowa (substytucja) w pozycji 2254
genu ORF30. Sekwencja szczepu V592 zawiera w tej
pozycji adening, natomiast w sekwencji szczepu Ab4
wystepuje guanina. Mutacja ta okreslana jest jako poli-
morfizm pojedynczego nukleotydu i charakteryzuje sie
zmiang w sekwencji aminokwasowej polimerazy DNA
(pozycja 752), czego efektem jest zastapienie asparaginy
kwasem asparaginowym. Po przeanalizowaniu sekwen-
cji nukleotydowej genu ORF30 wigkszej liczby izolatow,
autorzy wysuneli hipoteze, na podstawie ktorej uznali,
ze za wywolanie postaci nerwowej EHV-1 odpowiadaja
szczepy posiadajace genotyp G,,., (potencjal neuropa-
togenny), podczas gdy szczepy o wariancie A, _, s3 nie-
neuropatogenne i sg zwykle odpowiedzialne za wyste-
powanie zakazen ukladu oddechowego i poronien [52].

W ostatnich latach pojawila si¢ znaczna liczba ra-
portéw dotyczacych ostrych przypadkow zachorowan
wsrod koni w wielu rejonach $wiata na tle postaci ner-
wowej EHV-1 [14, 60, 81, 88]. W Polsce odnotowano
dwa przypadki poronien u klaczy, gdzie przyczyng byt
wirus o wariancie neuropatogennym (G,,,,), jednakze
w naszym kraju ostre kliniczne zakazenie na tle EHM
nie zostalo do tej pory potwierdzone laboratoryjnie [76].
Warto wspomnie¢ o pojawianiu si¢ w literaturze dowo-
dow swiadczacych o istnieniu wigkszej liczby mutacji
w genomie EHV-1, ktdre moga warunkowaé wystepo-
wanie herpeswirusowej mieloencefalopatii [24, 60, 61].

4, Wirion

Wirion EHV-1 sklada sie z dwuniciowego DNA,
otoczonego cienkosciennym, ikosaedralnym nukleo-
kapsydem o $rednicy okoto 120 nm, wokdt ktérego
znajduje sie lipoproteinowa otoczka wraz z glikopro-
teinami. Przestrzen zlokalizowana pomig¢dzy nukleo-
kapsydem a otoczka nosi nazwe tegumentu [9].
Dwudziesto$cienny kapsyd zbudowany jest ze 162 kap-
someréw, z ktérych kazdy ma cylindryczny ksztalt
i kanal, potozony wzdluz jego osi dlugiej. Dwanascie
z nich okregla si¢ mianem pentondw, zlokalizowanych
na wierzcholkach, natomiast pozostate kapsomery
— heksony znajduja si¢ na plaszczyznach dwudziesto-
$cianu [51]. Pod wzgledem gesto$ci — wyrdzniamy trzy
rodzaje nukleokapsydow EHV-1: lekkie (1,237 g/cm’),
posrednie (1,244 g/cm’) i ciezkie (1,258 g/cm’). Wyzej
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wymienione nukleokapsydy, réznig si¢ miedzy sobg
zawarto$cig DNA, strukturg wewnetrzng, wlasciwos-
ciami chemicznymi i skladem biatkowym [58].

5. Genom

EHV-1 posiada liniowy, dwuniciowy DNA z usta-
lonym skltadem zasad 56,7% G+C [80]. Badania
z zastosowaniem mikroskopu elektronowego i ana-
lizy restrykcyjnej wykazaly, ze genom wirusa zawiera
okolo 150 tysiecy par zasad (pz) i podzielony jest na
dwa pofaczone ze sobg komponenty: diuga - L oraz
krotka - S [31, 80]. Komponent L sklada si¢ z sekwencji
unikatowej U, zawierajgcej 112 870 pz, otoczonej kon-
cowg sekwencjg powtérzong TR, (32 pz) i wewnetrzng
sekwencjg powtdrzong IR, (32 pz). Podobnie, kompo-
nent krotki, zawiera w swoim skladzie sekwencje uni-
katowg U, (11861 pz) otoczong dwiema sekwencjami
powtdrzonymi IR i TR (obie sktadajg si¢ z 12 714 pz)
[80]. Genom EHV-1 posiada 80 otwartych ramek
odczytu (ORFs), z czego 4 z nich (ORF 64, 65, 661 67)
ulega powtorzeniu w sekwencjach TR i IR, i stad uwaza
sie, ze kodowaniu ulega 76 odmiennych genéw [80].

6. Glikoproteiny

Na powierzchni otoczki EHV-1 jest zlokalizowanych
12 glikoprotein odgrywajacych gtéwna role w proce-
sach adsorbcji, penetracji, uwalniania czastek wirusow
potomnych, a takze rozprzestrzeniania si¢ z komorki
do komorki. Jedenascie z nich (gB, gC, gD, gE, gG, gH,
gl, gK, gL, gM i gN) swoja nomenklatur¢ zawdzigcza
wysokiej konserwatywnosci analogicznie do wirusa
opryszczki pospolitej (HSV-1). W sktad glikoprotein
otoczkowych EHV-1 zalicza si¢ réwniez gp2, ktora
obecna jest tylko u dwoch przedstawicieli podrodziny
Alphaherpesvirinae: herpeswirusa koni typu 4 (EHV-4)
i herpeswirusa ostéw typu 3 (AHV-3) [56, 62].

Jedna z najwazniejszych glikoprotein, niezbed-
nych do replikacji EHV-1 jest po raz pierwszy opisana
w 1985 roku glikoproteina B [49, 73]. Uczestniczy ona
W procesie penetracji wirusa i jego rozprzestrzenia-
niu sie miedzy komoérkami [49, 92]. Ze wzgledu na
wysoka konserwatywnos¢ — gen ORF33 (o wielkosci
okoto 3000 par zasad), kodujacy gB znalazl zastoso-
wanie w diagnostyce jako miejsce przylaczenia wielu
starterow i sond molekularnych [15, 34, 36]. Druga,
odgrywajaca kluczowg role w cyklu namnazania herpes-
wirusa koni typu 1 glikoproteing jest gD. Jej obecnos¢
warunkuje przebieg procesu penetracji [93]. Wspot-
dziala ona takze w szerzeniu si¢ wirusa pomiedzy
komorkami [13, 91]. Dowiedziono, ze znajdujacy sie
w jej skladzie tripeptyd skladajacy si¢ z argininy, seryny
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i kwasu asparaginowego (RSD) ma zdolnos¢ wigzania
sie z aV integrynami komoérkowymi, ufatwiajac tym
samym przenikanie EHV-1 droga endocytozy [84].

Za poczatkowe interakcje zachodzace pomiedzy
wirusem a siarczanem heparanu znajdujagcym si¢ na
powierzchni blony komoérkowej, odpowiada glikopro-
teina C. Ponadto, wspdtdziata ona w uwalnianiu wirio-
néw potomnych, zwlaszcza w przypadku namnozenia
EHV-1 na pierwotnych konskich liniach komérkowych
[53]. Glikoproteina C EHV-1 ma zdolnos¢ aglutynacji
erytrocytow konskich, ktora jest hamowana jedynie
za pomoca przeciwcial monoklonalnych anty-gC.
Sytuacja wyglada inaczej w przypadku glikoprotein C
wystepujacych u innych hepreswiruséw - tam agluty-
nacja jest blokowana przez heparyne [6]. Glikoprote-
ina G pelni role wirusowego biatka wigzacego chemo-
kiny np. min. IL8 i CCL3, tym samym majac wplyw
na przebieg zapalenia ptuc i replikacj¢ wirusa podczas
zakazenia EHV-1 [11, 83, 85].

Badania nad szczepami w ktoérych dokonano dele-
cji genu kodujacego glikoproteing E i I wykazaly, ze
ulatwiajg one rozprzestrzenianie si¢ wirusa miedzy
komorkami, jednocze$nie nie uczestniczgc w adsorbcji
i penetracji, a takze w procesach dojrzewania i uwal-
niania czastek wirusowych [41]. Wirus, pozbawiony
genu kodujgcego glikoproteing M wywoluje wyraznie
stabsze zmiany cytopatyczne w hodowlach komérko-
wych w poréwnaniu do szczepu macierzystego, tym
samym wskazujgc na fakt, ze gM odgrywa wazna role
zaréwno w penetracji EHV-1 jak réwniez w jego sze-
rzeniu si¢ miedzy komorkami [54]. Zbadano réwniez,
ze jej obecnos¢ jest $cisle powiazana z ekspresjg genu
ORF10 kodujacego glikoproteine N [63].

Funkcjami, jakie pelni glikoproteina K jest oprocz
ulatwiania procesu penetracji, takze czesciowy wspot-
udzial w powstawaniu syncytiow w dalszych etapach
infekcji [50]. Pomimo stwierdzonej obecnosci gH
i gL w zakazonych komorkach, ich funkcja w cyklu
namnazania EHV-1 nie jest dokladnie poznana [77].
Jednakze, ostatnio przeprowadzone badania doty-
czace glikoproteiny H, wykazaly obecnos¢ tripeptydu
zbudowanego z seryny, kwasu asparaginowego i izo-
leucyny (SDI), ktory ma zdolno$¢ wigzania sie a4l
integrynami znajdujacymi si¢ na powierzchni btony
komorkowej. Zasugerowano, ze interakcje zachodzace
miedzy nimi umozliwiajg czastkom wirusa wybranie
odpowiedniej drogi wnikniecia do wnetrza komorki
gospodarza (fuzja z blong komdrkowa/endocytoza) [8],
jak réwniez przyczyniaja si¢ do zwigkszenia stezenia
jonoéw wapnia (Ca®*) w cytoplazmie, co jest zapoczat-
kowane aktywowaniem fosfolipazy C i wytwarzaniem
trifosforanu 1,4,5-inozytolu, ktéry po pofaczeniu si¢
z receptorem powoduje uwalnianie Ca** z retikulum
endoplazmatycznego. Efektem tego jest aktywacja
enzymu - skramblazy fosfolipidowej ktora transportuje
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fosfatydyloseryne na zewnatrz blony komoérkowej. I dla-
tego obecnie przyjmuje si¢, Ze powyzsza zmiana ukladu
lipidéw ulatwia wnikanie EHV-1 do komérki [7].
Doktadna rola ostatniej glikoproteiny — gp2, w cyklu
namnazania wirusa nadal pozostaje niewyjasniona.
Do tej pory wykazano, ze delecja genu ORF71 koduja-
cego gp2 znaczaco obniza adsorbcje, penetracje i uwal-
nianie wiriondéw, skutkujgc powstawaniem mniejszych

tysinek [79].

7. Patogeneza zakazenia

W $rodowisku naturalnym, do infekcji EHV-1
dochodzi najczesciej droga kontaktu bezposredniego
z wydzielinami z gérnych drég oddechowych koni cho-
rych. Zrédlem zakazenia moze by¢ kontakt z poronio-
nym plodem konskim oraz zawarto$ciag pochodzaca
z drég rodnych klaczy, ktora poronita. Wazna role
w rozprzestrzenianiu si¢ EHV-1 odgrywa kontakt
posredni, gdzie funkcje wektoréw pelnia zanieczysz-
czone wirusem rece personelu obstugujacego konie
czy tez niedostatecznie dezynfekowane przyrzady
codziennego uzytku (zloby, poidia) [3]. Istnieja dane
dotyczace mozliwej transmisji wirusa poprzez nasienie
ogierdw, zarowno podczas krycia naturalnego (przez
okres do trzech tygodni od momentu zakazenia) jak
i drogg sztucznej inseminacji [29, 89]. U koni, u ktérych
zakazenie EHV-1 przyjmie posta¢ latentna (lokalizacja
materialu genetycznego wirusa w zwoju nerwu troj-
dzielnego, tkance limfoidalnej ukladu oddechowego,
leukocytach), pomimo braku widocznych objawdw
klinicznych wskazujacych na infekcje, moze nastapic
reaktywacja zakazenia wskutek dzialania bodzcow stre-
sogennych [12, 27, 68].

Na poziomie komoérkowym, wirus poczatkowo
ulega adsorbcji dzieki interakcjom pomigdzy gliko-
proteinami C i B a siarczanem heparanu [53]. Aby
caly proces mogl dojs¢ do skutku, niezbedne jest pola-
czenie sie glikoproteiny D z czasteczkg MHC Kklasy I,
bedaca swoistym receptorem dla gD, ktdra znajduje sie
na blonie komoérkowej komorek gospodarza [37]. Po
zapoczatkowaniu adsorbcji, EHV-1 ma zdolno$¢ wni-
kania zaréwno poprzez fuzje czasteczek wirusowych
z blong komorkows jak i droga endocytozy. Nastepnie
doprowadzajac do acetylacji tubuliny, wirus powoduje
stabilizacje mikrotubul i korzystajac z dyneiny trans-
portowany jest do jadra komoérkowego. Nalezy pod-
kresli¢, ze przemieszczanie si¢ czgstek wirusowych jest
uzaleznione od aktywowania serynowo/treoninowej
kinazy ROCKI1 [23].

W odpowiedzi na kontakt czastek EHV-1 z blong
komorek nabtonka gérnych drég oddechowych docho-
dzi do zwiekszonej ekspresji receptoréw blonowych
Toll-like 319 (TLR3 i TLRY), a takze cytokin zapalnych
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(IL-1, TNF-a, IFN-a, IL-6) i chemokin (IL-8, MCP-1).
Ponadto, jako efekt zakazenia obserwuje si¢ znaczace
zmniejszenie ekspresji czasteczek MHC klasy 1111 oraz
spadek wytwarzania interferonu gamma (IFN-y) [32].
Warto dodag¢, ze decydujace znaczenie w regulowaniu
wrodzonej odpornosci przeciwko zakazeniu EHV-1 ze
strony komorek wyscielajacych gorne drogi oddechowe
odgrywa gen ORF1 [33].

Naturalng brama wejscia dla szczepéw neuropato-
gennych jak i nieneuropatogennych jest blona §luzowa
gornych drog oddechowych, gdzie wskutek fuzji cza-
steczek wirusowych z blong komoérek nabtonka jedno-
warstwowego wielorzedowego, a nastepnie replikacji
wirusa dochodzi do ich destrukeji. Zwieksza to ryzyko
zakazen oportunistycznych wywolywanych przez inne
patogeny gornych drog oddechowych [38, 42]. Nastep-
nie, EHV-1 nie uszkadzajac bfony podstawnej komo-
rek nablonkowych, przedostaje si¢ gléwnie za pomoca
komoérek CD172a* (uwazanych za Sluzowe komorki
dendrytyczne) i limfocytéw T CD5* do lokalnych
weztéw chlonnych [28]. Nalezy zwrdci¢ uwage na fakt,
iz w patogenezie zakazenia istotng role “przenosnikow
wirusa” petnig leukocyty krwi obwodowej (limfocyty T
CD8*, limfocyty B, monocyty i limfocyty T CD4") [94].

W miare postgpowania zakazenia, EHV-1 wyko-
rzystujac zdolno$¢ tripeptydu RSD umiejscowionego
w gD do wigzania z integrynami blony komdrkowej
leukocytow krwi obwodowej przenika do ich wnetrza
droga endocytozy [55]. Prowadzi to do powstania ogdl-
noustrojowej wiremii, ktorej pojawienie si¢ jest powia-
zane z drugim od momentu zakazenia wzrostem cie-
ploty wewnetrznej. Zaistniata sytuacja ma najczesciej
miejsce migdzy czwartym a dziesigtym dniem trwania
zakazenia [34]. Charakterystyczng cechg infekcji szcze-
pami o potencjale neuropatogennym jest dtuzszy czas
trwania wiremii i jej znacznie wigksza skala w poréw-
naniu do zakazenia wirusami o wariancie nieneuropa-
togennym [4, 52]. Wykazano réwniez, ze po przedosta-
niu si¢ do leukocytow, EHV-1 indukuje znaczny wzrost
poziomu ekspresji chemokin: CCL5, CXCL9 i CXCL10
a takze spadek ekspresji chemokiny CCL2 oraz CCL3
[95]. W trakcie trwania wiremii, wirus moze przedosta¢
sie drogg fuzji do komorek srodbtonka naczyn krwio-
no$nych ciezarnej macicy klaczy oraz do centralnego
ukladu nerwowego, prowadzac do ostrego zapalenia
naczyn krwionosnych i rozleglej zakrzepicy, czego
efektem jest poronienie i herpeswirusowa mieloence-
falopatia (22, 71].

8. Zakazenia ukladu oddechowego
Niepowiklane przypadki zakazen EHV-1 charak-

teryzuja si¢ ostrym zapaleniem jamy nosowej i gar-
dla z ewentualnym rozprzestrzenieniem si¢ zakazenia
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w rejon dolnych drég oddechowych (zapalenie tcha-
wicy i oskrzeli, zapalenie oskrzelikéw). Ponadto u koni
chorych wystepuje obfity surowiczy wypltyw z nozdrzy,
ktéry w miare nasilenia si¢ procesu zapalnego staje si¢
$luzowo-ropny. Objawami towarzyszacymi sg goraczka
(38,9-41,1°C), ogolne oslabienie oraz obrzek weztow
chtonnych podzuchwowych [5, 26, 86]. Objawy kli-
niczne ze strony uktadu oddechowego z reguly ustepuja
po okoto dwodch tygodniach [67], jednakze przez caly
ten okres ma miejsce siewstwo EHV-1 wraz z wydzie-
linami z gérnych drég oddechowych [26].

9. Poronienia

EHV-1 jest uznawany za jeden z najczestszych czyn-
nikéw zakaznych powodujgcych ronienia u klaczy [70].
W wigkszosci przypadkéw do poronienia dochodzi
w III trymestrze cigzy (7-11 miesigc) u jednej — dwdch
klaczy w stadzie, jednakze niekiedy wskaznik ten moze
osigga¢ wartos¢ 50% [5, 86]. Wydalenie ptodu moze
nastapi¢ w okresie od szdstego dnia [27] do czwartego
miesigca od momentu zakazenia [47]. U ciezarnych
klaczy, czesto nie stwierdza si¢ objawow zwiastunowych
swiadczacych o zblizajacym si¢ poronieniu, natomiast
niekiedy obserwowane sg stabo wyrazone objawy cho-
robowe ze strony gornych drog oddechowych [69].
Plody nie wykazujg cech autolizy, w odréznieniu od
przypadkéw w ktérych poronienie nastgpito przed
6 miesigcem cigzy. Natomiast w wiekszosci przypadkow
mozna u nich stwierdzi¢ zmiany anatomopatologiczne,
sugerujace zakazenie na tle EHV-1 [5]. U klaczy nie
obserwuje si¢ zmian w ukladzie rozrodczym majacych
negatywny wplyw na ich przydatno$¢ do rozrodu [66].

10. Zakazenia nowo narodzonych zZrebiat

Infekcja ptodu moze nastapi¢ w okresie tuz przed
porodem. W takich przypadkach, Zrebi¢ta rodzg sie
apatyczne i oslabione z objawami ostrej niewydolno-
$ci ukladu oddechowego. Bardzo cz¢sto dochodzi do
wtornych zakazen bakteryjnych, co znacznie pogarsza
rokowanie. U zakazonych Zrebigt, pomimo szybko pod-
jetej interwencji lekarsko-weterynaryjnej, dochodzi do
zejscia Smiertelnego w okresie od kilku do kilkunastu
dni [48, 59].

11. Zapalenie mozgu i rdzenia kregowego

Zespol objawéw chorobowych wywolanych przez
EHV-1, ktére swoim zasiegiem obejmujg centralny
uklad nerwowy, nosi nazwe herpeswirusowej mieloen-
cefalopatii. Moga one wystepowac zaréwno u pojedyn-
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czych osobnikéw jak réwniez u grupy koni w danym
stadzie. Objawy nerwowe pojawiaja si¢ nagle i naj-
czedciej sg poprzedzone podwyzszeniem temperatury
wewnetrznej. W wiekszosci przypadkow klinicznych,
odstep pomiedzy pierwszym pojawieniem sie goraczki,
a rozwojem objawow neurologicznych trwa od 6 do 10
dni [30, 87, 90]. Natomiast ich rodzaj i nasilenie zaleza
od lokalizacji oraz rozmiaru uszkodzen centralnego
ukladu nerwowego. Szczegdlnie narazone na infekcje
sg odcinki: piersiowy, ledzwiowy, krzyzowy i ogonowy
rdzenia kregowego. Wérdd zaburzen neurologicznych
obserwuje si¢ okresowa ataksje, niedowtad konczyn
miednicznych oraz ich porazenia. Niekiedy porazenia
mogga takze obejmowac konczyny piersiowe. U chorych
koni moze dochodzi¢ do utraty napigcia migsni ogona,
odbytu i nietrzymania moczu. Rokowanie zalezy od
postaci choroby. W przypadkach o ciezkim przebiegu,
kiedy pomimo intensywnego leczenia konie zalegaja
dluzej niz 2 dni jest ono niepomyslne [43, 87].

12. Zakazenia u innych gatunkow zwierzat

EHV-1 posiada zdolno$¢ pokonywania bariery mie-
dzygatunkowej, co potwierdzaja przypadki zakazen
jakie mialy miejsce na terenie ogrodéw zoologicznych
w Niemczech. Obecnos¢ sekwencji DNA charaktery-
stycznych dla EHV-1 stwierdzono w probkach narza-
déw wewnetrznych pochodzacych od niedzwiedzi
czarnych, u ktérych rozwingty si¢ ostre objawy neuro-
logiczne bedace przyczyna zejscia $miertelnego; gazeli
Thomsona, takze dotknietych zaburzeniami neurolo-
gicznymi i §winek morskich, u ktérych oprécz postaci
nerwowej, dodatkowo wystepowaly poronienia [96].
Zapalenie moézgu i rdzenia kregowego na tle EHV-1,
zostalo rowniez potwierdzone u nosorozca indyjskiego
[1]. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze zakazenia
wywolywane przez herpeswirus koni typu 1 u tych grup
zwierzat nie byly wcze$niej notowane.

13. Diagnostyka laboratoryjna

Zakazenie EHV-1 mozna stwierdzi¢ zaréwno bez-
posrednio: droga wykrycia zjadliwego wirusa w tescie
izolacji lub jego materialu genetycznego (test PCR
i real-time PCR) w narzadach wewnetrznych i ptynach
ustrojowych, a takze posrednio: poprzez wykrycie spe-
cyficznych przeciwcial w tescie seroneutralizacji, tescie
immunoenzymatycznym (ELISA), odczynie wigzania
dopetniacza oraz od niedawna przy uzyciu odczynu
immunodyfuzji w Zelu agarozowym (AGID) [25, 97].

Pomimo coraz czgstszego zastosowania technik
biologii molekularnej - za zloty standard uznaje si¢
test izolacji wirusa przy uzyciu hodowli komoérkowe;j.
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Rys. 1. Efekt cytopatyczny EHV-1 w hodowli komérkowej RK-13
(materialy wlasne)

Materiatem biologicznym, w ktérym mozna wykry¢
obecnos¢ EHV-1 sa: wymazy z nozdrzy, popluczyny
z drzewa oskrzelowego, narzady wewnetrzne poro-
nionych ptodéw konskich (ptuca, watroba, §ledziona),
leukocyty krwi obwodowej, czy tez tkanki pochodzace
z centralnego ukladu nerwowego. W diagnostyce zna-
lazty zastosowanie przede wszystkim linie komorkowe
ciagle: rabbit kidney-13 (RK-13), equine dermis (ED),
Madin-Darby bovine kidney (MDBK), baby hamster
kidney-21 (BHK-21), a takze pig kidney-15 (PK-15)
[97] (rys. 1).

Metodami, ktére ze wzgledu na swojg wysoka czu-
tos¢, specyficznosé i szybkos¢ wykonania usprawnity
diagnostyke zakazen na tle EHV-1 sg test PCR i real
time-PCR. Pozwalaja one na rdéznicowanie zakazen
EHV-1 i EHV-4 [15, 36]. W rutynowej diagnostyce
zakazen, oprocz wysoce konserwatywnego genu
ORF33, kodujacego glikoproteing B — nieco mniejsze
zastosowanie znalazly startery amplifikujace fragmenty
gendw takich jak ORF16 (glikoproteina C) oraz ORF72
(glikoproteina D).

Najwiekszy wspotczynnik zmienno$ci genetycz-
nej w genomie EHV-1 posiada gen ORF68. Przyczyna
takiego stanu rzeczy jest obecno$¢ pojedynczych sub-
stytucji we fragmencie liczacym okoto 600 nukleoty-
dow. Badania dotyczace polimorfizmu wyzej wspo-
mnianego fragmentu genu pozwolily na wyodrebnienie
pod wzgledem pochodzenia geograficznego — poczat-
kowo szesciu, a nastepnie dziesigciu grup izolatow
EHV-1 [52, 39]. Warto doda¢, ze w jednej z publikacji
wyszczegolniono dwa izolaty, w przypadku ktérych
lokalizacja mutacji uniemozliwia ich sklasyfikowanie
do opisanych grup geograficznych, tym samym wska-
zujac na jeszcze wieksze zrdznicowanie terytorialne
szczepow EHV-1 [52].

Kolejng metoda stosowang w praktyce laborato-
ryjnej jest analiza polimorfizmu dlugosci fragmen-
tow restrykcyjnych (PCR-RFLP). Dzigki niej istnieje
mozliwo$¢ réznicowania zakazen wywolanych warian-

Rys. 2. Wynik testu PCR-RFLP z zastosowaniem enzymu restryk-
cyjnego Sall (materialy wlasne)

tem neuropatogennym EHV-1 (G,,,) i nie-neuro-
patogennym (A, ). Metoda RFLP wykorzystuje
enzym Sall do analizy amplikonu genu ORF30 o wiel-
kosci 380 par zasad. W przypadku infekcji wywota-
nej typem G, nastepuje restrykcja amplikonu, czego
efektem jest powstanie dwdch produktéw o mniej-
szej wielkosci podczas gdy amplikon genotypu A, .,
nie ulega trawieniu enzymem restrykcyjnym (rys. 2).
Inng metoda pozwalajacg na roznicowanie zaka-
zen miedzy poszczegdlnymi wariantami EHV-1 jest
test real-time PCR, gdzie typy wirusa sa wykrywane
i identyfikowane za pomocg dwdch specyficznych sond
molekularnych [2, 72].

W celu wykrycia obecnosci przeciwcial EHV-1
w surowicy koni, powszechnie stosuje si¢ test sero-
neutralizacji oraz test immunoenzymatyczny ELISA,
ktorego dodatkowa zaletg jest mozliwos¢ zréznicowa-
nia przeciwcial powstalych wskutek infekcji wywota-
nej przez blisko spokrewniony EHV-4. Duze znaczenie
w diagnostyce serologicznej ma badanie par surowic,
ktore pobiera si¢ w trakcie trwania fazy ostrej zaka-
zenia i nastepnie 3-4 tygodnie pdzniej t.j. z okresu
rekonwalescencji. Co najmniej 4-krotny wzrost miana
przeciwcial bedzie wskazywat na zakazenie EHV-1 [97].
W praktyce, badanie takie moze by¢ przydatne w trak-
cie monitorowania calego stada wolnego od EHV-1,
lub po kontakcie z wirusem. Badanie serologiczne ma
jednak ograniczone zastosowanie u klaczy, ktore poro-
nily i u osobnikéw z EHM. Dzieje si¢ tak dlatego, ze
podczas trwania tych epizodéw, surowica zawiera juz
wysokie miano przeciwcial i kolejne jej pobranie w fazie
rekonwalescencji nie wykaze znaczacego wzrostu [10].

14. Immunoprofilaktyka
Ze wzgledu na powszechne wystepowanie wirusa

w Srodowisku, a takze na tatwos¢ rozprzestrzeniania
sie zakazen zaréwno droga horyzontalng jak i werty-
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kalng nie jest mozliwa petna ochrona przed kontak-
tem z tym patogenem. W profilaktyce stosowane s3
szczepionki pierwszej generacji zawierajace wirusy
zabite (szczepionki inaktywowane) lub o ostabionej
wirulencji (szczepionki zywe, atenuowane). Prowa-
dzenie immunoprofilaktyki przeciwko zakazeniom
EHV-1 przy uzyciu wyzej wymienionych preparatow,
pomimo indukowania przez nie stosunkowo wyso-
kiego miana specyficznych przeciwcial nie prowadzi
do catkowitego wyeliminowania siewstwa, nie zapo-
biega wiremii, ktéra moze prowadzi¢ do poronienia
a takze EHM. Szczepionki inaktywowane stabo sty-
muluja odpowiedZz immunologiczng typu komor-
kowego, wymagaja czestych rewakcynacji i mogg
przyczyniac si¢ do wystapienia lokalnych odczynow
zapalnych [45].

Stosowanie szczepionek zywych, atenuowanych
powoduje, ze po ich jednokrotnym uzyciu odpornosé
pojawia sie szybciej i utrzymuje sie przez dluzszy okres
czasu. Jednak w przypadku ich zastosowania, istnieje
ryzyko rewersji wirusa szczepionkowego do pelnej
zjadliwosci [45, 56].

W profilaktyce zakazen na tle EHV-1, oprdcz
ograniczania siewstwa zarazka, niezwykle wazne jest
zapobieganie powstawaniu wiremii i dlatego tez klu-
czowg role w procesie infekeji odgrywa odpowiedz typu
komorkowego ze strony limfocytéw T cytotoksycznych
(Tc). Badania nad potencjalng stusznoscig tej hipotezy
dowiodly, ze limfocyty Tc wystepujace u koni wykazu-
jacych ekspresje haplotypu MHC I-A3/B2 (ELA-A3/
B2) wykrywaja komponenty bezposrednio wczesnego
transkryptu (Immediate Early) EHV-1, ktéry jako
pierwszy ulega ekspresji w cyklu replikacyjnym wirusa
[75, 74]. Majac na uwadze ten istotny fakt, udowod-
niono ze u tej grupy koni, immunizacja szczepionka
wektorowa zawierajaca gen ORF64, kodujacy wyzej
wymieniony transkrypt (IE) EHV-1 spowodowata zna-
czgce obnizenie poziomu wiremii [74].

Nalezy podkresli¢, ze opracowanie ztozonych szcze-
pionek wektorowych w przypadku ktérych, obiecuja-
cymi kandydatami oprdcz genu IE mogtyby takze by¢
geny kodujace poszczegdlne glikoproteiny. Szczepionki
takie stymulujac indukcje zaréwno silnej odpowiedzi
humoralnej jak i komérkowej moglyby przyczyni¢ sie
do eliminacji siewstwa EHV-1, ograniczenia zainfeko-
wanych leukocytéw, a takze do zapobiegania poronie-
niom u klaczy i wystepowania przypadkéw mieloen-
cefalopatii.

Dla potrzeb immunoprofilaktyki zakazen EHV-1
opracowano réwniez szczepionki tzw. drugiej genera-
cji, jednakze w chwili obecnej pozostaja w sferze badan
inie sg dostepne komercyjnie. W tej grupie szczepionek
znajduja sie oprdcz wyzej wymienionych szczepionek
wektorowych takze szczepionki delecyjne i szczepionki
DNA [41, 46, 64].
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15. Podsumowanie

Wzrost zainteresowania zakazeniami wywowalymi
przez herpeswirus koni typu 1 nastgpil w pierwszej
potowie XX wieku co mialo $cisty zwigzek z czgstymi
przypadkami masowych poronien u klaczy rejestro-
wanych w Stanach Zjednoczonych, jak i pozostatych
cze$ciach $wiata. Infekcje u koni, stosunkowo czesto
ograniczajace si¢ do zapalenia gornych drég oddecho-
wych mogg mie¢ znacznie powazniejsze nastepstwa, do
ktdrych zalicza sie: poronienia, $mieré nowonarodzo-
nych Zrebiat oraz zapalenie mézgu i rdzenia kregowego.
Zakazenia na tle EHV-1, nierzadko o ci¢zkim przebiegu
konczacym sie zejsciem $miertelnym moga wystapi¢
u innych gatunkéw zwierzat niz konie.

Diagnostyka laboratoryjna oparta jest zazwyczaj
na izolacji wirusa przy uzyciu hodowli komérkowych,
stwierdzeniu obecno$ci przeciwcial w tescie seroneu-
tralizacji lub immunoenzymatycznym ELISA. Ponadto
do wykrywania zakazenia na tle EHV-1 stosuje si¢ testy
PCR i real-time PCR.

Prowadzenie regularnych szczepien za pomoca
preparatéw komercyjnych nie jest w stanie wyelimino-
wac siewstwa wirusa ani zapobiec wiremii, dlatego tez
celem zapewnienia mozliwie jak najwiekszej ochrony
przeciwko zakazeniom EHV-1 konieczne jest wdroze-
nie i przestrzeganie zasad bioasekuracji, dezynfekcja
sprzetu i pomieszczen.
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