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Badanie wiasciwosci chorobotwérezych, immunogennych oraz siewstwa
modyfikowanego szczepu Wroctaw-2 wirusa zapalenia tetnic koni *)

Katedra Mikrobiologii Weterynaryjnej Wydzialu Weterynaryjnego AR,
ul. Norwida 31, 50-375 Wroclaw

Summary

Studies of pathological and immunogenic properties and
shedding of a modified Wraclaw-2 strain of Equine arte-
ritis virus

The purpose of the study was a preliminary evaluation
of the usefulness of Wroclaw-2 EAV strain modified in
czll culture lines as a live-virus vaccine used in prophy-
laxis against EVA. In four one year old horses vaccinated
intravenously with Wroclaw-2 strain was observed apathy
lasting for several days, a moderate ocular conjunctiva
congestion, and in 1 out of 4 horses postvaccination fever
cccurred on the day 5th. The virus was reisolated only
from conjunctival swabs in 2 horses on the 2nd day after
immunization. The peak titre of virus neutralizing anti-
bodies — from 1/512 to 1/1024 — was noted after 2—3 weeks
since the vaccination. After exposure of vaccinated horses
to a virulent Bocyrus EAV strain clinical signs of disease
were not observed, virus was not recovered from any of
swabs and the secondary humoral immune response was
characterized by a very sharp and rapid increase of titres
of neutralizing antibodies. However in the unvaccinated
control horse, acutz art-ritis cccurred and viral shedding
was intensive and longlasting. The virus was reisolated
from conjunctival, nasal, oral, rectal and preputial swabs.

Wirusowe zapalenie tetnic koni (Equine Viral Arte-
ritis — EVA) jest przyczyna znacznych strat w ho-
dowli koni. Powodowane sg one gléwnie ronieniami
ptodow, ktorych odsetek moze wynosié 40—50% (5, 10).
Skutkiem szeroko rozpowszechnionych zakazen bez-
objawowych wirusem zapalenia tetnic koni ‘(Equine
Arteritis Virus — EAV) jest czesto zmniejszenie wy-
dajnosci koni podczas zwiekszonego wysitku (14), co
ma szczegblne znaczenie w uzytkowaniu koni sporto-
wych. Pierwsze badania nad immunoprofilaktykg EVA
podjeto w latach szeS$édziesigtych (6, 17). Eksperymen-
talnej zywej szczepionki przeciw EVA uzyto w tere-
nie w 1984 r., a handlowej szczepionki , Arvac” (Fort
Dodge Laboratories) w 1985 r. w Stanach Zjednoczo-
nych (23).

Dotychczasowe badania nad EVA w Polsce wyka-
zaly, ze zakazenie wirusem EA wystepuje w kraju
powszechnie {9), powodujac zaréwno poronienia plo-
dow przez ciezarne klacze, jak i przypadki $miertelne
u zrebigt (11, 12).

Celem pracy byla wstepna ocena przydatno$ci mo-
dyfikowanego szczepu Wroclaw-2 EAV jako zywej
szczepionki w profilaktyce zakazen wirusem EA.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 5 nierasowych koniach, w
wieku okolo 1 roku, wolnych od przeciwecial anty-EAV.
W plerwszym etapie dos$wiadczenia konie oznaczone nr 1—
—14 zakazono modyfikowanym szczepem Wroclaw-2. Przez
okres 5 tyg. po zakazeniu prowadzono codzienne badania
kliniczne oraz pobierano materialy do badan wirusologicz-
nych i serologiczaych w odstepach 2-dniowych przez pierw-

*) Praca wykonana w ramach CPBP nr 0506.

sze 2 tyz. a nastepnie co 4—5 dni. W drugim etapie (w 39
dniu po wprowadzeniu szczepu Wroclaw-2) konie 1 i 4
(ocznaczone teraz jako 1" i 4") oraz konia nr 5 zakazono kon-
trolnie chorobotwdérczym szczepemn Bucyvrus EAV. U wszyst-
kich komi prowadzono jak poprzednio badania kliniczne
oraz pobierano materialy do badan wirusologicznych i sero-
logicznych co 2—3 dni. Konie 1, (1) 2, 3, 4, (4) trzymano
przez caly okres doswiadczenia na uwiezi w $cistym kontak-
cie. Kon nr 5 przebywal w tej samej stajni, nie miat on jed-
nak hezposredniego kontaktu z pozostalymi zwierzetami.

Wirus. Szczep Wroctaw-2 EAV zmodyfikowany przez
seryjae pasaze (p.) w hodowli RK-13 (126 p.) i hodowli
Vero (10 p.) otrzymano od doc. dr hab. W. Golnika w Ka-
tedrze Mikrobiologii Weterynaryjnej AR Wroctaw, a szezep
Bucyrus EAV od prof. dr F. Blirkiego z Instytutu Wiruso-
logii Uniwersytetu Medycyny Weterynaryinej w Wiedniu.

Droga =zakazemia. Wirus wprowadzono do zyly
Jarzmowe] w ilodei 10 em3 nierozciericzenego plyau znad za-
kazonej hodowli komoérkowej. Miano szczepu Wroctaw-2
p. 136 wynosiio 10% TCIDs/cm®, a szczepu Bucyrus p. 16
(w RK-13) 1055 TCIDj/cm3.

Badanie wirusologiczne., Materialty do préb reizo-
lacji stanowity leukocyty krwi obwodowej, wymazy z wor-
ka spojéwkowezo, jam nosowych, jamy ustnej, pochwy lub
napletka oraz odbytnicy. Izolacje leukocytéw z krwi wyko-
nano wg McCollum i wsp. (21). Wymazy pobierano za po-
mocg wacikéow, ktore umieszezano w probowkach z ptynem
Hanksa, nastepnie wyciskano je o sciany probéwek, a plya
saczono przez filiry membranowe o srednicy porow 0,2 um.
Proby reizolacji wirusa prowadzono w hodowli RK-13 wg
Fultunaza i wsp. (7). Srodowiskiem wzrostawym byt Eagle
MEM z dodatkiem 10% surowicy plodu bvdla (Flow Labo-
ratories) 1 antybiotykéw (penicylina 200 jm./cm3, strepto-
mycyna 200 ug/ml). Plyvnem utrzymujacym byl Eazle MEM
z 2% dodatkiem surowicy plodu bydla i antybiotykow
(penicylina i streptomyecyna w iloseiach j.w., fungizon 10 ug/
fem®). Wirus reizolewany z badanych materialéw identyfiko-
wano w posrednim odczynie immunofluorescencji (IS) wyko-
nanym wg Inoue i wsp. (13). Surowica anty-EAV uzyta w 1F
o mianie przeciwcial zobojetniajacveh 1/256 pochodzila od
konla nr 3 zakaZonezgo szezepem Bucyrus. Koniugat (firmy
Nordic Immuneological Laboratories, Holandia) stanowily im-
muncglobuliny IgG krélika anty IgG konia znakowane
izotigeyjanianem fluoresceiny.

Badanie serologiczne. Dynamike mnarastania
mian przeciwecial zobojetniajgcych anty-EAV w surowicach
koni badano z uiZyciem odczynu seroneutralizacii (SN) WY =
konanym wg Moraillon i Moraillon (22). Antygenem stoso-
wanym w SN byl wzorcowy szezep Bucyrus EAV p. 20
w RK-13. Podloze stanowila hodowla RK-12. W badaniach
kontrolnych uzyto odpornosciowej surowicy konia zakazo-
nego szczepem Bucyrus EAV, otrzymanej od dr M. Lukas
z Central Veterinary Laboratory, Weybridge, Wielka Bry-
tania oraz normalnej surowicy konia.

Wyniki 1 oméwienie

W okolo 12 godz. po zakazeniu koni modyfikowa-
nym szczepem Wroctaw-2  obserwowano osowienie,
ktore utrzymywalo sie 4—5 dni. W 4 dniu po infekeji
wystapito umiarkowane przekrwienie spojowek, za-
osirzenie szmeru pecherzykowego oraz niekiedy zwiek-
szenie liczby oddechéw do 30/min. Wewnetrzna cie-
plota ciala (w.cc) byla w wiekszodei przypadkow
w normie. Wyrazny wzrost w.c.c. zanotowano tylko
u konia nr 4 w 5 dniu po zakazeniu (39,4°C). W 12 dniu
przekrwienie spojéwek ustgpilo i w dalszym okresie
badan nie obserwowano jakichkolwiek zmian w ogol-
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nym stanie zdrowia i zachowania sie koni. U koni 1
i 4’ zakazonych kontrolnie szczepem Bueyrus, poza
nieznaczng apatig i lekkim spadkiem apetytu w 2—4
dniu po challenge’u nie stwierdzano zadnych innych
objawow klinicznych. Natomiast u pelowrazliwego
konia nr 5 zakazonego szczepem Bucyrus juz po kilku
godz. zaobserwowano osowienie, utrate apetyiu oraz
nasilajace sie z dnia na dzien ogélne ostabienie.
W 5 dniu choroby kon lezal i przy probach wstawa-
nia przewracal sie. W 2 dniu pojawila sie goraczka
(39,4°C), ktorej szczyt notowano w 4—7 dniu (40,3°C,
40,2°C, 40,2°C, 40,1°C). W 5—8 dniu po zakazeniu wy-
stapila biegunka. W 8 dniu w.c.c. powrdcita do nor-
my, a w 12 dniu odnotowano jej spadek (37,4°C).
Przed zakonczeniem doswiadczenia w 12—I14 dniu,
poza irwajacym jeszcze oslabieniem i znacznym wy-
chudzeniem nie stwierdzano innych objawéw klinicz-
nych.

W przebiegu EVA wystepuje czesto zapalenie spo-
jowek z silnym rozowo-czerwonym zabarwieniem blon
sluzowych oka. Zapaleniu spojowek towarzyszy obrzek
powiek, wyrazny lzotok, Swiatlowstret oraz zapalenie
rogowki zaréwno po naturalnym, jak i do$wiadczal-
nym zakazeniu koni (2, 4, 5, 7, 16). Biegunke obserwo-
wano w 13,4% przypadkow naturalnie zakazonych
zwierzat (2), a u zakazonych eksperymentalnie w po-
nad 50% przypadkow (4). Jednym ze staiych i istot-
nych objawow EVA jest wystepowanie gorgczki. Czas
jei trwania u naturalnie zakazonych koni wynosi
5—10 dni. Szczyt gorgczki utrzymuje sie przez 2—5
dni, a jej wysokos¢ waha sie od 38,9°C do powyzej
41,0°C (2). Bryans i wsp. (1) badajac wzrost w.c.c.
u koni w wieku 6—12 m-cy zakazonych dozylnie zja-
dliwym szczepem Bucyrus stwierdzili je] pierwszy
wzrost 12—48 godz. po infekeji. Szezyt gorgezki w gra-
nicach 40,1°C—41,3°C wystapit w 4—6 dniu. Lagodne
reakcje poszczepienne, ktorym towarzyszy krotko-
trwala goraczka, wystepuja takze u koni uodpornia-
nych domigéniowo szczepionka JArvac” (23). U koni
immunizowanych ta szczepionkg 1 zakazonych dono-
sowo w 8 tyg. po szczepieniu chorobotworczym szcze-
pem Bucyrus, goraczke notowano w 1—4 dniu po
challenge’u, a jej szezyt wynosil 40,2°C (13).

Wyniki
tab. 1.

W grupie koni zakazonych modyfikowanym szcze-
pem Wroclaw-2 wirus wykazano tylko w wydzielinie
worka spojowkowego konia nr 1 1 2 w drugim dniu
po infekeji. U koni 1" i 4" wszystkie proby reizolacji

badann wirusologicznych przedstawiono w

wirusa z wymazéw pobranych w okresie 13 dni po
challenge’n chorobotworezym szczepem Bucyrus byly
negatywne. U pelnowrazliwego konia nr 5 zakazonego
szczepem Bucyrus siewstwo wirusa bylo bardzo inten-
sywne i dlugotrwale. Obecnos¢ wirusa: wykazano
w wymazach z worka spojowkowego, jam nosowych,
jamy ustnej, napletka 1 odbytnicy. Na podstawie wy-
nikow prob reizolacji wirusa z leukocytow krwi obwo-
dowe] stwierdzono, ze wiremia trwata u kcnia nr 3 —
12 dni, u koni 1 1 4 — 18 dni, u konia nr 2 — 22 dni,
u konia 1’ — 7 dni, u konia 4 — 10 dni, u konia nr 5
utrzymywata sie do konca do$wiadczenia. Swoistosé
zmian cytopatycznych potwierdzano w IF uzyskujac
kazdorazowo charakterystyczne $wiecenia immumno-
fluorescencyjne w strefie okolojadrowej cyteplazmy
i w cytoplazmie komorek RK-13 zakazonych reizolo-
wanym wirusem.

Wirus EA moze byé wydalany z organizmu zakazo-
nych koni z wydzieling blon $luzowych nosogardzieli
(2, 7, 16, 20), worka spojéwkowego (2, 6, 16), w slinie
(20), mcezu (7, 21), nasieniu (24) i kale (7). W leukoccy-
tach krwi obwodowe] wykazano obecno$e zjadliwego
szczepu Bucyrus jeszcze w 36 dniu po zakazeniu do-
nosowym (7), a u koni uodpornianych zywg szczepion-
ka EVA w 4—14 dniu po szczepieniu. Ponadto stwier-
dzono, ze wirus szezepionkowy jest wydalany spora-
dycznie z wydzieling blon $luzowych nosa oraz z ka-
lem (8). U koni szczepionych i reinfekowanych domo-
sowo chorcbotwoérczym szczepem Bucyrus w 8 tyg. po
uodpcrnieniu, wirus izolowano z wymazdéw z jam no-
sowych przez pierwsze 6 dni, a z leukocytow krwi
obwodowej w 3—=8 dniu po challengeu (13).

Diluzszy okres wiremii u koni zakazonych modyfi-
kowanym szczepem Wroctaw-2 w poréwnaniu do okre-
su jej trwania u koni szczepionych atenuowanym
szczepem Bueyrus EAV mogl byé spowodowany m.in.
réznymi drogami wprowadzania wirusow do orga-
nizmu koni. W badaniach nad stopniem atenuacji
szezepu Bucyrus autorzy amerykanscy (13) i japonscy
(8) podawali wirus domie$niowo, w badaniach wta-
snych konie zakazono dozylnie wysoka dawka wirusa.

Wartosci mian przeciwcial zobojetniajacych po za-
kazeniu modyfikowanym szczepem Wroctaw-2 oraz po
zakazeniu kontrolnym chorobotwoérczym szeczepem Bu-
cyrus przedstawiono w tab. 2.

Pierwotna odpowiedz humoralna na antygeny zmo-
dyfikowanego szczepu Wroclaw-2 narastala stopniowo
i réwnomiernie. Wykrywalne koncentracje przeciw-
ciat anty-EAV wykazano po raz pierwszy w 6—38 dniu,

Tab. 1. Wyniki prob reizolacji wirusa EA 2z leukocytow krwi obwodowej oraz z wymazoéw pobranych od koni za-
kazonveh modyfikowanym szczepem Wroclaw-2 i koni zakazonych kontrolnie chorobotworezym szczepem Bucyrus

Nr Dzien po zakazeniu LngdyfikowanymLZC@pgm_vgrggl‘a_w—g o
konia 2 [ 4 | s | 8 | 10 12 | 14 | 18 | 22 | 26—89* | 4152
1 fa | 0 = o | to | o | o |t R
2 +(1, a) -+ + U +O — (1) + () =1 +() - , —
3 a7 T | v0 | o | ro | o | — = = ‘ = | =
4 + (1) + Q) +@m | = +(1) (1) RO = = _|
Nr Dzien po zakazeniu kontrolnym chorobotwérczym szczepem Bucyrus
konia o 9 | 5 ] 7 | 10 | 13
v +Q) +Q | + - -
g4 =+ (1) +@ | — +@) —
5 +@,h +(,a, b, ¢, d) +{d.a,b,d, e +(1,a,b) +{1, 1)
Objaénienia: -+ — dodatni wynik reizolacji wirusa w hodowli RK-13 2z leukocytow krwi obwodowej (1), z worka spojowkowego
(a), z jam nosowych (b), z jamy ustnej (c), napletka (d), z odbytnicy (e), — — ujemny wynik reizolacji wirusa w hodowli. RK-13,

+ _ konie nr 1 i 4 zakazono kontrolnie chorobotwoérezym szczepe
Wroctaw-2.

m Bucyrus w 39 dniu po uodpornieniu modyfikowanym szczepem
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Tab. 2. Wartosci mian przeciwcial zobojetniajgcych anty-

-EAV w surowicach koni zakazonych modyfikowanym szcze-

pem Wroctaw-2 i koni zakazonych kontrolnie chorobotwor-
czym szczepem Bucyrus

Dzien po zakazeniu

Nr l_ - =
konia| 2 | 1| 6 | g | 10 | 12

1 ‘ — | = | s s 1/64 | 1/256

2 SN | | — 1/2 1/8 1/128 | 1/236

3 } — — ‘ 1/2 ‘ 1/8 1/128 | 1/512

4 —_ 1 — — 1/4 1/64 1/128
Nr ' Dzien po zakazeniu
konia! 14 | 18 | 22 | 26 | 31 | 33

v asie] sz | o1s2se | 17286 ‘ 1/128 | 1/256

2 | 1/236| 1/512 | 1/256 | 1/256 1/256 | 1/128

3 |1/236] 1/512 ‘ 1/256 | 1/128 | 1/256 | 1/128

4 1/2361 1/1024 | 1/128 | 1/128 | 1/64 | 1/128
Nr _Dzien po zakazeniu
konia| 39+ | 41 | 44 | 46 | 49 52

1 1/256‘

2 1/128 1/64 1/128 | 1/128 | 1/128 | 1/64

3 1/128, 1/64 1/128 | 1/128 | 1/128 | 1/128

4 |1/128] ‘ [ R (.
Nr Dzien po zakazeniu kontrolnym
konia | 2 | s | 7 | 10 [ 13

1 ‘ 1/256 | 1/2048 | 1/8192 | 1/32768 | 1/65536
& | 1/128 | 174096 | 1/16384 | 1/65536 | 1/65536
5 — 1/32 1/512 | 1/4098 | 1/1024
Objaénienia: — — brak wykrywalnych koncentracji przeciweciat

w odczvnie SN, * —w 39 dniu po uodpornieniu modyfikowanym
szczepem Wroctaw-2 konie nr 1 i 4 zakazono kontrolnie chorobo-
tworczym szczepem Bucyrus EAV.

a ich najwyzszy poziom w 14—22 dniu po uodpornie-
niu. Wtérna odpowiedZ humoralna byla wykrywalna
weze$nie] niz odpowiedZ pierwotna i charakteryzowata
sig bardzo wysokim wzrostem mian przeciwcial zobo-
jetniajgcych.

Dynamika narastania humoralnej odpowiedzi immu-
nologicznej oraz warto$ci mian przeciwcial zobojetnia-
jacych w surowicach koni immunizowanych zmodyfi-
kowanym szczepem Wroctaw-2, sy zblizone do wyni-
kéw uzyskanych przez innych autordow (3, 8, 13, 18, 19).

Brak wzrostu mian przeciweial u koni 2 i 3 beda-
cych w bezposrednim kontakcie z koami 1’ i 4" w okre-
sie 2 tyg. po zakazeniu pelmozjadliwym wirusem EA
sugeruje, ze uodpornienie koni atenuowanym szczepem
Wroctaw-2  eliminuje wydalanie wirusa uzytego do
challenge’n nie tylko w ilo§ciach wykrywalnych me-
todami laboratoryjnymi, lecz réwniez w iloSciach wy-
krywalnych in vivo.

Podsumowujac wyniki przeprowadzonych badan
mozna stwierdzi¢, Zze ograniczona chorobotwaérczose,
nieznaczne siewstwo oraz silne wiasciwosel immuno-
genne modyfikowanego szczepu Wroclaw-2 EAV, upo-
wazniajg do wstepnego wuznania przydatnosci tego
szczepu do profilaktyki wirusowego zapalenia tetnic
koni.
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CRANWELL M. P.: Skuteczno§é¢ oksytetracykliny o prze-
dluzonym dzialaniu w zapobieganiu goraczce kleszczowej
u cielat. (Efficacy of long-lasting oxytetracveline for the
prevention of tick-born fever in calves. Vet. Rec. 126, 334—
—336, 1990 (14)

Gorzczka kleszczowa wywolana przez Cytoectes phagocy-
toohila przebiega badz w formie przejsciowezro podwyzsze-
nia temperatury ciatla i obnizonej mlecznosci, badZz pod
postacia ciezkiego schorzenia, w przebigu ktérego wyste-
puja ronienia, spadek mlecznosci i przyrostow masy ciala.
Badaniem objeto 26 cielagt w wieku 4—8 miesiecy przeby-
waijacych ma pastwisku. na ktorym uvrzednio pasty sie
cieleta chore na goragczke kleszczowa. Jedna grupa cielat
otrzymywata oksytetracykline o przedtuzonym dziataniu
(terramycin LA) 7, 14, 21 i 28 dnia w dawce 20 mg/kg masy
ciala im, druga grupa nie otrzymywata antybiotyku. Masa
ciala zwierzat otrzymujacych antybiotyk byla Srednio o 16 kg
wieksza od masy ciala cielat nie otrzymujgcych oksytetracy-
kliny. W surowicach 10 z 13 cielat (77%0) z gruoy nie otrzy-
mujace] antybiotyku pojawily sie przeciwciata dla C. phaco-
cytophila, podczas gdy w grupie cielat otrzymujacych anty-
biotyk przeciwciata dla C. phagocytophila stwierdzono tylko
u jednego (8%) cielecia. Nie zaobserwowano natomiast réznic
miedzy obvdwiema grupami w odpowiedzi immunologicz-
nej na B. divergens.
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Srodskorna iniekcja 46 ug endotoksyny Escherichia coli
O111 B4 4 krowom w wieku 2 lata 10 miesiecy—5 lat nie
wplywa na poziom kortyzolu i noradrenaliny w plazmie.
Sredni poziom noradrenaliny wynosit 233 =94 pg/ml, kor-
tyzolu 8,3 * 2,1 ng/ml. Natomiast po dozylnej iniekcji 75 ng
endotoknyny E. coli nastepnego dnia silnie wzrosto steze-
nie kortyzolu, ktére utrzymywalo sie przez 7 godzin. Sred-
nie maksymalne stezenie wynosilo 85,0 ng/ml. Stezenie
noradrenaliny po iniekcji dozylnej endotoksyny wzrosto
w okresie 3—15 minut osiggajgc sSrednig maksymalng war-
tosé 1184 pg/ml. Bylo ono wiec 12-krotnie wyzsze od $red-
niego stgzenia tego hormonu w plazmie po iniekeji $réd-
skoérnej endotoksyny E. coli. Zwiekszenie poziomu kortyzolu
i noradrenaliny pod wplywem endotoksyny E. coli powoduje
zwezenie naczyn obwodowych, ktore utrzymujac sie przez
diuzszy okres czasu moze spowodowaé uszkodzenie tkanek
konczyn w efekcie ich niedotlenienia.
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