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Diagnostyka
chorob zakaznych
u koni metoda PCR

W nowoczesnej diagnostyce wy-
krywanie patogenéw metodga PCR
zastagpito w znacznej czesci konwen-
cjonalne metody laboratoryjne.

Badania wykonywane technika PCR po-
legaja na powielaniu znanych sekwencji
aminokwas6w patogenu do momentu,
w ktorym wyprodukowana w ten spo-
sob ilos¢ DNA mozna zmierzy¢. Dzieki
temu metoda ta odznacza sie bardzo wy-
soka wrazliwoscia i swoistoscia. Ponie-
waz istota metody PCR jest izolacja DNA
badz RNA patogenu, prawdopodobien-
stwo wykrycia patogenu w jednym bada-
niu jest znacznie wyzsze niz w przypad-
ku technik polegajacych na izolowaniu
przeciwcial czy metod opartych na ho-
dowli drobnoustrojow. Po zakonczeniu
leczenia zwierzecia wynik badania PCR
powinien by¢ negatywny.

Wysoka wrazliwos¢ testow PCR wy-
maga starannosci 1 dokladnosci pod-
czas pobierania probek, poniewaz na-
wet najmniejsze zanieczyszczenie moze
by¢ przyczyna nieprawidlowego wyni-
ku. Pod wzgledem transportowym testy
PCR sa stosunkowo malo wymagajace,
gdyz do ich wykonania nie jest koniecz-
na obecnosc¢ patogenow zdolnych do na-
mnazania (jak to ma miejsce np. w ho-
dowli drobnoustrojow).

Istotne jest natomiast, aby lekarz we-
terynarii nadsylajacy probke do badania
dokonal wlasciwego wyboru pod wzgle-
dem lokalizacji drobnoustroju. Na przy-
klad w przypadku wirusow i bakterii
bedzie to krew, w przypadku zaatako-
wanych narzadow — wymaz lub prob-
ka moczu itp., a w przypadku latencji
— probki odpowiednich narzadow, np.
weztow chlonnych lub granulocytow.

Poniewaz technika PCR umozliwia ja-
kosciowe wykrycie danego patogenu na-
wet przy jego niewielkiej ilo$ci, w przy-
padku uzyskania pozytywnego wyniku
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konieczna jest jego krytyczna interpreta-
cja z uwzglednieniem aspektow klinicz-
nych. Pozytywny wynik badania PCR nie
dostarcza informacji o zdolnosci danego
patogenu do namnazania.

Material przeznaczony do badania
powinien by¢ transportowany w steryl-
nych i neutralnych pojemnikach. Prob-
ki moga by¢ schtodzone (2-8°C), ale nie
jestto konieczne. Mozliwe jest takze za-
mrazanie probek, ale po rozmrozeniu nie
wolno ich ponownie zamrazac.

Jezeli material diagnostyczny stano-
wi krew, jako koagulantu nalezy uzyc
EDTA lub cytrynianu sodu. Krew po-
brana na heparyne nie nadaje si¢ do ba-
dania. Wymazy powinny by¢ nadsylane
bez podloza transportowego.

Dalsza czes¢ poswiecona jest choro-
bom zakaznym koni, w ktorych wska-
zana jest diagnostyka metoda PCR.
Omowimy rowniez material diagno-
styczny wlasciwy dla kazdej z opisa-
nych chorob.

CHoRroBY
O PODLOZU BAKTERYJNYM
Borelioza
Drobnoustrojem wywolujacym w Euro-
pie te¢ przenoszona przez kleszcze cho-
robe sa przypuszczalnie trzy patogenne
gatunki kretka Borrelia z grupy Borrelia
burgdorferi sensu lato: B. burgdorferi sensu
stricto, B. afzeliii B. garinii.
Diagnostyka jest nadal bardzo trudna,
zwlaszcza ze na obszarach endemicz-
nych bardzo wysoki poziom seroprewa-
lencji obserwuje si¢ rowniez w populacji
zdrowych koni. U koni kretkowi Borrelia
przypisuje sie szereg roznych chorobo-
wych objawow Kklinicznych. Sa to m.in.
zaburzenia o charakterze ogolnym, obja-
wy w obrebie stawow i konczyn, choro-
by skory, oczu i serca, objawy ze strony
ukladu nerwowego, a takze zaburzenia
plodnosci i poronienia. Rownie zrozni-
cowana jest paleta potencjalnych mate-
rialow diagnostycznych. U koni badanie

wykonywane jest najczesciej na podsta-
wie probek mazi stawowej, ptynu mo-
zgowo-rdzeniowego, a takze probek
skory. Badanie krwi jest mato skutecz-
ne, nawet w przypadku goraczki, ponie-
waz drobnoustroj ten rozprzestrzenia si¢
w tkankach, a nie poprzez krew.

Lawsonia intracellularis

Lawsonia intracellularis jest wewnatrz-
komorkowa bakteria Gram-ujemna
1 na przestrzeni ostatnich lat z punk-
tu widzenia diagnostyki réznicowe;j
jest coraz cze$ciej uznawana za Czyn-
nik odpowiedzialny za biegunki u Zre-
biat. Problem ten dotyczy gltownie zre-
biat odstawianych od klaczy, tj. w wieku
6-7 miesiecy, u ktorych bakteria L. in-
tracellularis zagniezdza sie w komorkach
nablonka krypt jelita kretego, wywolujac
w obrebie jelit proliferacyjne stany pa-
tologiczne. Moga one prowadzi¢ do za-
burzen wchlaniania jelitowego, a takze
do chronicznych (z reguly) biegunek.
Choroba wystepuje najczesciej u poje-
dynczych zwierzat, jednak opisywano
rowniez przypadki zachorowan u kilku
zwierzat w obrebie tej samej hodow-
li. Poniewaz w kale zakazonych zwie-
rzat znajduje sie niewielka ilos¢ tego
patogenu, badanie PCR z odchodow
stanowi jedynie pomocnicza alterna-
tywe, przy czym znikoma liczba drob-
noustrojow wydalanych ta droga moze
by¢ przyczyna nieprawidlowego wyniku
negatywnego.

Leptospiroza

U koni zakazenia kretkiem Leptospi-
ra rozprzestrzeniajacym si¢ poprzez
mocz gryzoni przebiegaja z reguly bez-
objawowo, co jest przyczyna wysokiej
seroprewalencji u koni zdrowych (ok.
75%). Drobnoustroj dostaje sie do or-
ganizmu wraz z pasza lub woda 1 moze
wywolywac raczej niespecyficzne obja-
wy, takie jak goraczka (czesto z prze-

rwami), zottaczka, brak laknienia oraz &
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b spadek wydajnosci. W literaturze opi-

sywano rowniez poronienia. Zakazenia
przenoszone z konia na konia praktycz-
nie nie wystepuja. Wyizolowanie DNA
patogenu w przypadku stanoéw choro-
bowych o charakterze ogdlnym moz-
liwe jest na podstawie krwi pobranej
na EDTA, a w stanach chorobowych
o przebiegu chronicznym — na podsta-
wie moczu.

Nawracajace zapalenie blony
naczyniowej oka u koni (ERU)
Dowiedziono, iz istnieje zwiazek pomig-
dzy trwala wewnatrzgalkowa infekcja
kretkiem Leptospira a nawracajacym za-
paleniem blony naczyniowej oka u koni,
okreslanym rowniez mianem s$lepoty
miesiecznej. Wynikajace z tego reakcje
autoimmunologiczne prowadza do po-
stepujacego uszkodzenia wewnetrznych
struktur oka, a nawet do o$lepnigcia. Na-
wracajace zapalenie blony naczyniowej
mozna stwierdzi¢ na podstawie badania
w kierunku przeciwcial (jest to najczul-
sza metoda), ale takze poprzez wyizo-
lowanie antygenu metoda PCR z ply-
nu $rodgalkowego badz z probki ciala
szklistego. Nalezy zaznaczy¢, zZe miano
przeciwcial w surowicy nie ma znacze-
nia w przypadku ERU.

Rhodococcus equi

Rhodococcus equijest bakteria warunko-
wo chorobotworcza wystepujaca w gle-
bie oraz w kale koni. To najczestsza
przyczyna cigzkich zapalen pluc pro-
wadzacych do zgonow u zrebiat w wie-
ku od 3 tygodni do 6 miesigcy. Wrotami
zakazenia i gtbwnym miejscem bytowa-
nia drobnoustroju sa pluca (w ktorych
tworzg sie ropnie), skad moze ono roz-
przestrzenia¢ sie wraz z krwia do in-
nych narzadow. Druga potencjalna dro-
ga zakazena to przewod pokarmowy
(biegunki, wrzody), a takze pepek. Po-
nadto R. equi wykazuje powinowactwo
z ko$¢mi i stawami. W przypadku ob-
jawow plucnych materiatem do badania
moze by¢ wymaz z nozdrza lub poplu-
czyny z tchawicy. Ze wzgledu na wyso-
ka wrazliwos¢ metoda PCR umozliwia
takze identyfikacje klinicznie zdrowych
nosicieli. Poniewaz R. equi jako bak-
teria glebowa wystepuje praktycznie
wszedzie, w tym rowniez u innych ga-
tunkow (takze u ludzi), nasze laborato-
rium wykonuje badanie PCR w dwoch
etapach, izolujac w drugim etapie bial-
ko vap A, czyli tzw. sekwencje plazmi-
du zjadliwosci, co pozwala na szybkie
1 prawidlowe wykrycie szczepow R. equi
specyficznych dla koni. Plazmid ten od-
powiedzialny jest za kodowanie bial-
ka A zwiazanego ze zjadliwoscia (viru-
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lence-associated protein A, vap A), ktore
odgrywa role w patogenezie rodokoko-
zy 1 uznawane jest za czynnik determi-
nujacy zjadliwos¢.

Streptococcus equi (zolzy)

Zolzy to szeroko rozpowszechniona,
ostra, zakazna choroba przejawiajaca
sie ropnym zapaleniem wezlow chlon-
nych izapaleniem gardla. Jest typowa dla
mlodych koni i prowadzi do dlugotrwa-
tego uodpornienia, dlatego rzadko wy-
stepuje u starszych zwierzat. Do izolacji
DNA badz patogenu shuza glownie wy-
mazy z nozdrzy, wydzielina tchawicowo-
-oskrzelowa lub ropa z ropnia. W tym
przypadku przewaga metody PCR nad
hodowla polega na tym, ze PCR pozwala
na szybsze uzyskanie wyniku przy jed-
noczes$nie wyzszej wrazliwosci 1 specy-
ficznos$ci, umozliwia trafniejsza identyf-
kacje zwierzat klinicznie zdrowych, lecz
bedacych nosicielami patogenu, ktore
odgrywaja kluczowa role w epidemio-
logii tego drobnoustroju.

Poniewaz metoda PCR nie odréznia
martwych 1 zywych drobnoustrojow,
uzyskany wynik pozytywny nalezy za-
wsze traktowa¢ jako podejrzenie i po-
twierdzi¢ hodowla.

CHOROBY WIRUSOWE
Wirusowe zapalenie tetnic

u koni (EVA)

Wirusowe zapalenie tetnic (equine viral
arteritis) jest choroba zakazna o global-
nym zasiegu, wystepujaca u koniowa-
tych i wywolywana przez wirus EAV,
czyli wirus zapalenia tetnic. Wydaje
sie, 1z liczba potwierdzonych przypad-
kow tej choroby wzrosta w ciagu ostat-
nich lat. Wiekszo$¢ zakazen nabytych
droga naturalna przebiega subklinicz-
nie, mimo to dochodzi do serokonwer-
sji. Objawy, o ile wystapia, sa zréznico-
wane pod wzgledem rodzaju 1 natgzenia.
Do mozliwych naleza: goraczka, depre-
sja, jadlowstret, obwodowe obrzeki, za-
palenie spojowek, pokrzywka, poronie-
nia, a u zwierzat mlodych takze nagle
zapalenia pluc oraz jednoczesne zapale-
nia plucijelit. Wirus przenosi si¢ gtow-
nie poprzez nasienie, gdyz zagniezdza
si¢ w dodatkowych gruczolach plcio-
wych zakazonych ogierow, skad jest
z przerwami wydalany wraz z wydzie-
linami narzadow plciowych. Walachy,
konie w fazie dojrzewania i klacze nie
moga by¢ zdrowymi nosicielami. Chore
zwierzate moga wydziela¢é wirusa row-
niez z innymi wydzielinami ustrojowy-
mi, m.in. z rozpylona wydzieling drog
oddechowych, z moczem lub z mate-
riatem poronnym. Podobnie jak sper-
ma ogierow, rowniez wspomniane wy-

dzieliny chorych zwierzat moga shuzyc
jako material do badania RNA. U zwie-
rzat chorych i goraczkujacych RNA pa-
togenu udaje si¢ czesto wyizolowac tak-
ze z krwi pobranej na EDTA.

Herpeswirus koni typu 1

itypu 4 (EHV1i EHV4)

Zakazenia herpeswirusem koni typu 114
sa z reguly przyczyna chorob drog od-
dechowych, przy czym nat¢zenie obja-
wow klinicznych uzaleznione jest zwy-
kle od wieku i statusu immunologicznego
zakazonego zwierzecia. Zakazenia herpe-
swirusem typu 1 moga rozprzestzrzenia¢
sie rowniez poza obszar bton sluzowych
drog oddechowych 1 wywolywac cigz-
sze objawy choroby, takie jak poronie-
nia, okoloporodowy zgon zrebigcia czy
choroby ukladu nerwowego. Raz zaka-
zone zwierzg staje si¢ nosicielem wirusa
na cale zycie, przy czym w wyniku dzia-
lania czynnikoéw wewnatrzpochodnych
1 w niekorzystnych warunkach wirus
moze si¢ ponownie uaktywniac (na przy-
klad w sytuacjach stresowych). Obszara-
mi utajnienia wirusa sa glownie narza-
dy limfatyczne oraz frakcje leukocytow.
Do badania PCR nadaja si¢ najlepiej wy-
mazy z nozdrzy 1 wydzieliny z drog od-
dechowych, plyn mézgowo-rdzeniowy,
a takze material poronny, w tym row-
niez tozysko. Krew moze by¢ przedmio-
tem badania jedynie w drugiej kolejnosci
1 tylko w fazie goraczki. Jako ze frakcje
leukocytow, o czym wspomniano juz
wezesniej, moga stanowic obszar laten-
cji herpeswirusa, mozna pokusic sie row-
niez o badanie koncentratu bogatoplytko-
wego. Pozytywny wynik takiego badania
pozwala w znacznym stopniu na stwier-
dzenie, iz badane zwierze mialo kontakt
z herpeswirusem. Nie pozwala jednak
na okreslenie, czy mamy do czynienia
z ostrym przypadkiem, czy ze starszym
zakazeniem. Natomiast w przypadku
mlodych zwierzat skuteczne moze oka-
zac sie badanie krwi.

Koniska grypa (bold)

Konska grype wywoluja dwa podtypy
wirusa konskiej grypy typu A: podtyp 1
(H7N7) i podtyp 2 (H3NS), przy czym
podtyp 1 w ciagu ostatnich 30 lat wy-
stgpowal bardzo rzadko. U koniowatych
podatnych na tego wirusa w nastepstwie
zakazenia pojawia si¢ goraczka i suchy
kaszel. W nieszczepionych populacjach
wirus rozprzestrzenia si¢ bardzo szybko.
Zakazeniu towarzysza czesto bakteryjne
infekcje wtorne objawiajace sie sluzowo-
ropng wydzielina z nozdrzy 1 maskujace
obraz kliniczny, co ma miejsce glownie
w populacjach majacych cze$ciowa od-
pornosé¢. Szybka i prawidlowsa diagnoze
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umozliwia badanie PCR wymazu z noz-
drza, popluczyn z tchawicy lub poplu-
czyn oskrzelowo-pecherzykowych.

PAsozYTY KRWI

Theileria equi/ Babesia caballi

— babeszjoza (piroplazmoza)
Babeszjoza (piroplazmoza) koni jest
choroba wywolywana przez pierwot-
niaka przenoszonego przez kleszcze.
Obszarem endemii jest wigkszo$¢ re-
gionow tropikalnych i subtropikalnych,
cho¢ siega on takze do stref umiarko-
wanych. W zwiazku z powszechnoscia
transportu koni oraz rozszerzaniem
sie obszarow wystepowania wektorow
choroby obecnie nalezy sie liczy¢ z tym,
1z przypadki kliniczne, a takze zwierze-
ta seropozytywne beda coraz czestszym
zjawiskiem rowniez w naszym Kkraju.
Chorobg¢ wywoluje pierwotniak Ba-
besia caballi, wzglednie Theileria equi,
ktorego obecno$¢é mozna stwierdzic
w czerwonych krwinkach zakazonych
zwierzat. Objawy kliniczne maja czesto
charakter nieswoisty, a choroba moze
mie¢ przebieg zarowno bardzo ostry,
jak 1 przewlekly. Do charakterystycz-
nych objawow naleza: goraczka (czesto
z przerwami), brak laknienia, przyspie-
szony oddech 1 tetno, stany depresyj-

ne, zoltaczka 1 obecno$¢ hemoglobi-
ny w moczu, a w postaci przewleklej
— utrata wagi. Zakazone zwierzgta pozo-
staja przez dlugi czas nosicielami, sta-
nowigc zrodto zakazenia dla wektorow.
Materialem do badania PCR jest krew
pobrana na EDTA. W pierwszym eta-
pie badanie prowadzone jest pod katem
obecnosci obu pierwotniakow, tj. B. ca-
ballii T. equi. Jezeli wynik jest pozytyw-
ny, metoda sekwencjonowania mozna
doktadnie okresli¢, czy mamy do czy-
nienia z B. caballi, czy T equi.

Anaplazmoza (erlichioza)

Patogenem odpowiedzialnym za er-
lichioze granulocytarna u koni jest
Anaplasma phagocytophilum (wczesniej
Ehrlichia equi). Jest to Gram-ujemna
bakteria bezwzglednie wewnatrzkomor-
kowa o ziarenkowatym ksztalcie, prze-
noszona przez kleszcze, ktora stanowi
powazny problem w Europie. Drobno-
ustroj po wniknigciu do organizmu roz-
przestrzenia si¢ wraz z limfa 1 krwia,
a nastepnie zasiedla komorki docelo-
we, czyli granulocyty obojetnochlonne
1 eozynofilne. Poczatkowo infekcja ob-
jawia si¢ goraczka, apatia, obrzekiem
konczym 1 awersja do ruchu. Z punktu
widzenia diagnostyki laboratoryjnej ob-

serwuje sie maloplytkowos¢, lekka nie-
dokrwistos¢ 1 wysoki poziom bilirubiny.
U zwierzat doroslych w wieku powyzej
4 lat objawy sa znacznie bardziej wy-
razne niz u mlodych koni. Po przebytej
chorobie kon nabywa odporno$c¢ utrzy-
mujaca sie przez ok. 2 lata, niezaleznie
od tego, czy zakazenie jest utajone, czy
zwierze jest nosicielem.

Badanie DNA wykonuje si¢ na pod-
stawie krwi chorego zwierzecia pobra-
nej na EDTA ok. 5 dni po wniknieciu
patogenu do organizmu, czyli w mo-
mencie wystapienia goraczki, natomiast
wykrycie pasozyta metoda mikroskopo-
wa mozliwe jest dopiero po uplywie ok.
5 dni od wystapienia goraczki.
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