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Summary

A stallion — a potential source of infection with infectious
arteritis virus of horses

The purpose of the work was to determine the percentage
of infections with arteritis virus and the analysis eof
epizocticlegical state in the stud of horses in the Upper
Silesia. In the first period of studies the percentage of
mares with specific antibodies was 58.3 per cent and after
6 months it increased by 79 per cent. It was lowest in
young mares aged 3—4 years., The SN ftitres against EAV
ranged between 4—512. In msst cases they fluctuated bet-
ween 32—258, The titre in one stallion was 128—258 while
in another one no autibodies were found at all. Sera of
mares without antibcdies at day of maling showed the
presence o¢f the antibodies after three weeks following
mating by a stallion serclegically p-sitive; that was not
observed in case of mating by a stallion serologically nega-
tive. The findings indicated that in the horses under study
equine arteritis virus was transmitted througzh the genital
system during mating and the stallien’s semen was the
source of infection.

Czynnik etiologiczny wirusowego zapalenia tetnic koni
wyizolowano po raz pierwszy z tkanek plodu poronio-
nego w czasie enzootii choroby w jednej ze stadnin koni
rasowych okregu Bucyrus, stan Ohio, w Stanach Zjed-
noczonych A. P. w 1953 r. (3). Na podstawie swoistych
zmian wstecznych w warstwie $rodkowej tetniczek typu
mies$niowego, obserwowanych u koni zakazonych do-
Swiadczalnie nowo izolowanym wirusem, przyjeto naz-
we choroby — wirusowe zapalenie tetnic koni (Equine
Viral Arteritis — EVA) oraz nazwe wirusa — wirus
zapalenia tetnic koni (Equine Arteritis Virus — EAV)
(13). Giéwne straty w przebiegu EVA powodowane sg
ronieniami plodéw przez ciezarne klacze, a odsetek po-
ronien moze wynosi¢é 40—50% (4, 8). Opisano takze
przypadki $miertelne choroby u Zrebiat zakazonych
naturalnie (7) oraz u koni dorostych zakazonych ekspe-
rymentalnie (3). Badania serologiczne wykazaly obec-
nos¢ przeciwcial przeciw wirusowi EA u koni pocho-
dzacych z wielu krajéw $wiata (1, 2, 9, 14, 16, 21). Sze-
rokie rozpowszechnienie zakazen oraz nieliczne przy-
padki ostro przebiegajacych enzootii choroby sugeruje,
ze wiegkszo$¢ infekeji wirusem EA ma przebieg subkli-
niczny (11). Skutki zakazen bezobjawowych EAV sa
mato poznane, m.in. powodujg one oslabienie kondycji
sportowej koni (10). Enzootia ronien plodéw przez cie-
zarne klacze zakazone naturalnie EAV byla rozpoznana
w Polsce po raz pierwszy w 1978 r. (6). Dotychczasowe
badania EVA wykazaly, ze zakazenie wirusem wyste-
puje powszechnie w populacji koni rasowych w kraju
(5), powodujac niekiedy poronienia plodéw przez ciezar-
ne klacze (8) oraz przypadki $miertelne u zrebiat (7).

Jeszcze do niedawna uwazano, ze gléwnymi wrotami
zakazenia wirusem EA jest uklad oddechowy, a zrédio
wirusa stanowia aerozole zakazne blon $luzowych nosa
(17, 18). Analiza enzootii choroby, ktéra wystapila w Sta-
nach Zjednoczonych A. P. w 1984 r. oraz poézniejsze ba-
dania epizootiologiczne wykazaly, ze infekcja wirusem
EA zachodzi réwniez poprzez kontakt plciowy (25, 27,
28). Wedlug Timoney i wsp. (26) najwieksze znaczenie

W rozprzestrzenianin i utrzymaniu sie wirusa w popu-
lacji koni maja ogiery — bezobjawowi siewey wirusa
z nasieniem. Okres bezobjawowego nosicielstwa i siew-
stwa EAV u ogieréw moze wahaé sie od kilku tygodni
do kilku lat, a w niektérych przypadkach trwa do kotica
zycla zwierzat (29). Po zakazeniu naturalnym EAV
okolo 30—35% ogieréw sieje wirus z nasieniem przez
dlugi okres czasu (26).

Celem badat bylo okreslenie odsetka zakazeh wiru-
sem EA u koni oraz analiza sytuacji epizootiologicznej
w izolowanym, zamknietym $rodowisku stadniny koni
LK.

Material i metody

Badania 1 obserwacje przeprowadzono w {rzech etapach
w stadninie koni K" zlokalizowanej mna terenie Dolnego
Slaska, Objeto nimi 121 koni, w tym 119 klaczy oraz 2 ogie-
ry. Klacze, glownie rasy S$laskiej oraz polkrwi angielskiej
i angloarabskie] uZzytkowano w stadninie w celu uzvskania
surowicy do produlkeji gonadotropiny. Klaeze podzielono na

9 grup w zaleznosci od wieku: I — obejmowala 9 klaczy
3-letnich, T — 13 klaczy 4 1, IIT — 17 klaczy 5 L, IV — 13
klaczy 6 L, V — 24 klaeze 7 1., VI — 17 klaczy 8 1., VII —

11 klaczy 9 L, VIIT — 7 klaczy 10 1, IX — 8 klaczy 11 I
Ogiery oznaczono jako B i O. Ogier B polkrwi angloarab-
skiej byl w wieku 19 1, a ogier O pelnej krwi ansielskiej,
w wieku 15 1.

W plerwszym etapie badan pobrano od klinicznie zdro-
wych koni surowice w celu okreélenia odsetka zakazeh wi-
rusem EA, Wykazanie u znac g0 odsetka klaczy oraz jed-
nego z ogierow (O) obechosel przeciweial zobejetniajacych
anty-EAV nasuwalo podejrzenia, ze ogier ten moze byve
zrodlem zakazenia wirusem w Dbadanej populacji koni.
Wodrugim etapie pobierano surowice od wszystkich klaczy
krytych ogierem B i O oraz prowadzono okresows konlrole
serologiczng obu ogleréow., Surowice od klaczy pobierano
trzykrotnie — w dniu standéwki, a nastepnie w 3 i 6 tveod-
niu po kryeiu, natomiast od ogierdw co dwa miesigee.
W irzecim etapie, po uplywie 12 miesiecy, pobrano probki
surowicy od wszystkich koni.

Badania serologiczne na obecnosé przeciweial zobejetnia-
jacyeh anty-EAV wykonano z uzyciem odezynu seroneutra-
lizacji (SN) wedlug Moraillon i Moraillon (20). Antygenem
stosowanym w odczynie byl wzorcowy szczep Bucyrus EAV
pasaz 20 w hodowli komérek nerki krolika (RK-13). Podlo-
ze to stosowano takze do odczytywania wynikéw préby. Za
miano dodatnie przyjmowano jego warto$é =4 (12). W ba-
daniach kontrolnych uzyto odpornos$ciowej surowicy konia
zakazonego doswiadczalnie szczepem Bucyrus EAV (22) oraz
normalnej surowicy konskiej.

Wyniki 1 oméwienie

W pierwszym etapie badan odsetek klaczy wykazu-
jacych obecno$é przeciwcial anty-EAV wynosil ogélem
56,3%0 (tab. 1), a po roku wzrést do wartosci 79% (tab. 2).
Byl on najnizszy w grupie I i II, ktére stanowity kla-
cze miode, trzy- i czteroletnie. Warto$ci mian przeciw-
ciat wahatly sie w granicach 1:4 — =1:512. W wiek-
szosci wypadkéw miescily sie one w przedziale 1:32 —
1:256. U czeSci klaczy serologicznie dodatnich, bada-
nych powtérnie po uplywie jednego roku, notowano
wzrost mian przeciwciat zobojetniajacych anty-EAV.
W surowicy ogiera O miano przeciwcial wahalo sie w
zakresie 1:128 — 1:256, podczas gdy u ogiera B nie
wykazano obecnoéci przeciwcial anty-EAV przez caly
okres trwania do$wiadczen. Wzrost liczby pozytywnych
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Tab. 1. Wyniki pierwszego badania surowic klaczy stadniny koni , K” na obecnos¢ przeciwcial anty-EAV
Grupa Wiek |  Liczba | Liczba surowic o mianie | Licz?“f“‘“?-"
o ¥, T - = o serologicznie
kKlaczy | wilgtseh | Hauy _l_ 4+ 8 16 32 64 128 256 >512 | dodatnich _
I \ 3 9 0 0 0 1] 0 0 U 0 | 0
1T 4 13 | 0 0 0 1 1 2 1 0 5
111 ‘ 5 17 1 1 1 1 4 2 3 1 14
v | 6 13 | 0 0 0 1 1 3 0 1 6
v i 7 24 0 1 1 1 4 4 4 2 17
VI ‘ 8 | 17 1 1 0 I 2 2 1 1 9
VII | 9 | 11 0 0 0 2 2 1 1 0 6
VIII | 10 7 0 0 0 0 3 1 0 0 4
X | o1u I ©o 1 o o 1 3 1 o | &
Razem: 119 \ 2 4 2 7 18 18 i1 5 | 67

Tab. 2. Wyniki drugiego badania surowic klaczy stadniny koni ,K” na obecnosé przeciwcial anty-EAV po uptywie
12 miesiecy

Grupa

Liczba surowic o mianie

_| Liczba klaczy

Wiek Liczba | 2 i

N serologicznie

klaczy | w latach ' klaczy 4 ¢ 16 32 64 128 256 =512 dodatnich
I | 4 i 9 0 0 0 1 0 0 1 0 2
I | 5 | 13 0 0 1 3 1 2 1 1 9
111 i 6 | 17 0 0 1 1 4 4 5 0 15
v 1 7 | 13 0 1 0 2 4 3 1 0 11
A% ! 3 | 24 I 0 1 1 4 6 5 1 2 20
VI ! 9 i 17 0 0 0 3 2 4 2 3 14
VII \ 10 | 11 0 0 2 3 4 0 0 0 9
VIII ! 11 \ 7 0 0 0 2 3 1 1 0 7
IX ! 12 l 8 0 0 1 2 2 0 1 1 7

|

Razem: 119 i 0 2 5 21 26 19 13 7 94

seroreagentéw oraz wzrost mian przeciwcial u klaczy
dodatnich juz w plerwszym badaniu wykazuje, ze w
stadninie dochodzilo do $wiezych zakazen lub reinfekcji
wirusem. W surowicach klaczy serologicznie ujemnych
w dniu stanéwki po 3 tygodniach stwierdzano obecnosé
przeciwcial anty-EAV po kryciu ogierem O (tab. 3),
czego nie notowano w przypadku klaczy krytych ogic-
rem B. Wartoéci mian SN 3 tygodnie po kryciu ogie-
rem O wahaly sie w granicach 1:16 — 1:128, a w
6 tygodniu 1:32 — 1:512. Podobne wysckosci mian
przeciwcial wykazali McCollum i wsp. (19) u klaczy
inseminowanych sztucznie nasieniem ogierow zakazo-
nym EAV. Pojawienie sie przeciwcial anty-EAV w su-
rowicach klaczy ujemnych lub wzrost ich poziomu w
surowicach klaczy dodatnich w okresie 14—28 dni po
kryciu, uwazane jest za potwicrdzenie stanu nosicicl-
stwa 1 siewstwa wirusa z nasieniem u ogierow (26).
W wypadku dwéch klaczy serologicznie dodatnich wy-
kazano bardzo wyrazny wzrost mian przeciwcial po
kryciu ogierem O. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze natu-
ralnie nabyta odpornos¢ nie zawsze chroni klacze przed
ponownym zakazeniern wirusem obeenym w nasieniu
ogiera. Przemawiajg za tym takze wyniki badan uzyska-
ne w warunkach doswiadczalnych (19). Brak swoistych
przeciwcial w surowicy ogiera B kryjacego klacze za-
kazone wirusem EA sugeruje, ze u klaczy nie wystepu-
je ditugotrwale nosicielstwo wirusa, co potwierdzaja ba-
dania innych autorow (23).

Analiza wynikow zestawionych w tab. 1, 2, 3 wska-
zuje, ze wzrost liczby klaczy zakazonych wirusem EA
w 81,5% przypadkow nastapilo po kryciu ogierem O.
Zdaniem autoréw amerykanskich (29) u ogicrow sicja-
cych dlugotrwale wirus z nasieniem, nie stwierdza sie
wirusa w wydzielinie ukladu oddechowego, w moczu
oraz w krwi, co wyklucza mozliwos$¢é zakazen poziomych
podczas stanowki. Rozprzestrzenianic wirusa poprzez
kontakt z zakazona odziezag obstugi, dudki, poidia, $rod-
ki transportu koni, nic ma wiekszego praktycznego zna-

Tab. 3. Wyniki badan serologicznych klaczy krytych ogie-
rern O

Miano SN anty-EAV

Wiek Liczba o
w latach klaczy w dniu 3 tye. 6 tye.
krycia po kryciu | po kryciu
3 2 — 32 } 64—128
4 2 | — 32-—128 128—256
b} 1 — 16 ! 64
6 4 —_ 16—32 64-——1283
7 3 — 32—64 64—256
8 4 — 32—128 128—512
9 2 e | 32 64—128
10 3 — 16—64 64—256
11 1 — 32 | 128
5 : 1 16 4 64
6 ° | 32128 128 n.b.
7 1 256 512 512
8 2 64—256 B4—512 128—256
11 1 128 124 n.b.
Objasnienia: — brak wykrywalnych koncentracji przeciweial zobo-
jetniajgcych anty-EAV w odczynie SN, n.b. — nie badano.

czenia (15, 23). Mozna sadzi¢, ze ze wzgledu na dlugi
okres wiremii w przcbiegu EVA (14, 22) pewng role w
mechanicznym przenoszeniu wirusa moga micé¢ lekar-
skie zabicgi krwawe. Dane na temat transmisji po-
ziomej wirusa EA wérdod koni na torach wysScigowyech,
w stajniach i na pastwiskach sa niekiedy sprzeczne.
Znane sa bowiem epizootie choroby, w ktorych wyka-
zano szerokie poziome rozprzestrzenianie sig wirusa
oraz takie przypadki, w ktérych — jak mozna sadzié —
nie miato ono wiekszego znaczenia (25).

o

Wedtug dotychczasowych obserwacji (24) u pelno-
wrazliwych klaczy krytych naturalnie ogierami siejg-
cymi wirus z nasieniem dochodzi do zakazen nezobja-
wowych lub rozwija sie EVA o lagodnym przebiegu.
Réwniez w badaniach wilasnych zarowno u klaczy kry-
tych ogierem O, jak i u pozostatych klaczy w stadninie
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nie notowano objawdéw klinicznych charakterystycznych
dla wirusowego zapalenia tetnic koni.

Uzyskane wyniki badan pozwalaja sgdzi¢, ze w bada-
nej populacji klaczy transmisja wirusa zapalenia tetnic
koni zachodzita gléwnic poprzez uklad plciowy w cza-
sie krycia, a zrodiem zakazenia bylo nasienie ogicra.

Pismiennictwo

. Akasht H., Konisht S, Ogate M.: Jap. Vet. Sci. 38, 71, 1976,

Ceccarellt A, Agrimi P., Piragino S.: Zooprofilassi 27, 245, 1972

Doll E. R,, Bryans J. T., McCollum W. H,, Crowe M. E.. Cor-

nell Vet. 47, 3, 1957.

. Doli E R, Knappenberger R. E,
47, 69, 1957.

5. Golnik W.. Katedra Mikrobiologii Weterynaryjnej Wydzialu
Medycyny Weterynaryjnej, AR Wroctaw 1991, dane niepubl.

. Golnik W., Michalak T.: Medycyna Wet. 10, 605, 1978.

. Golnik W., Michalska Z., Michalak T.: Schweiz. Arch. Tierheilk.
123, 523, 1981,

8. Golnik W., Moratllon A,

1986.

9. Herbst W., Danner K.. Dt. tierdrztl.

10. Herbst W., Schliesser Th.:

11. Horzinek M. C.:

London 1981.

12. Hylliseth B., Peterson U.: Arch. ges. Virusforsch. 32, 337,

13. Jones T. C., Doll E. R, Bryans J, T.. Cornell Vet. 47, 52,

14. Liebermann H.. Arch. exp. Vet. Med. 42, 205, 1988.

€Ny

'S

Bryans J. T.: Cornell Vet.

@

Golntk J.: J. Vet. Med. B 33, 413,
Wschr., 92, 449, 1985.

J. Vet. Med. B 34, 283, 1987.
Non-arthropod Togaviruses. Academic Press,

1970.
1957,

15. Lievermann H., Kuller J., Selbitz H., J.: Mh. Vet. Med. 43, 236,
1988.

16. McCollum W. H., Bryans J. T.: Proc. 3rd Int. Equine Infectious
Diseases, Paris 1972, s. 252.

17. McCollum W. H., Pricket M. E, Bryans J. T.. Res. vet. Sci
2, 459, 1971.

18. McCollum
293, 1978.

19. McCollum W. H., Timoney P. J,, Roberts A. W., Willard J. E.,
Carswell G. D.: Proc. 5th Int. Equine Infectious Diseases,
Lexington, Ky. 1987, s. 13.

20. Moratlion A., Moraillon R.: Annls Rech. vet. 9, 43, 1978.

21. Noseto E. O., Etcheverrigary M. E., Oliva G. A., Gonzalez E. T,
Samus S. A.: Zbl. Vet. Med. B 31, 526, 1984.

22. Paweska J..: Badanie wtasciwosei chorobotworezych, immuno-
gennych oraz siewstwa modyfikowanego szczepu Wroctaw-2
wirusa zapalenia tetnic koni. Praca dokt., AR Wroctaw, 1989.

23. Timoney P. J.,, McCollum W. H. Proc. Am. Ass. Eq. Pract. 31,
545, 1985,

24. Timoney P. J, McCollum W. H.:

25. Timoney P. J, McCollum W. H.. Equine Vet. Sci. 8, 54, 1988.

26. Timoney P. J., McCollum W. H. Roberts A. W.: Proc. Am.
Ass. Eq. Pract. 32, 57, 1986

27. Timoney P. J., McCollum W. H, Roberts
M. J.: J. Am. vet. med. Ass. 191, 36, 1987.

28. Timoney P. J., McCollum W. H. Roberts
M. J.: Vet. Rec. 120, 282, 1987.

29. Timoney P, J., McCollum W. H., Murphy T. W, Roberts A, W,
Willard J. G, Carswell G. D. J. Reprod. Fert. Suppl. 35, 95,
1987.

W. H. Swerczek T. W.: J. Equine Med. Surg. 2,

Can Vet. J. 28, 693, 1987.

A. W., McDonald

A W., McDonald

Adres autora: doc. dv hab. Witold Golnik, ul. 1 Dywizji, 51-627
Wrozctaw

ZYGMUNT PEJSAK, ANDRZEJ LIPOWSKI, TWONA MARKOWSKA,

ADAM DZIERZAWSKI, ANNA MOKRZYCKA

Immunogenno$é i skuteczno$é atenuowanej szczepionki Cellpest
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Summary

Immunogenicity and safety of the new attenuated Cellpest
vaccine against classical swine fever

The attenuated classical swine fever virus (CSFV) strain
has been chesen for adaptation of CSFV to tissue culture.
The PK-15A line ef pig kindney cell culture was used for
multiplication of the vaccine virus. The cell line was
cultivated according to generally accepted metheds with
addition of 5% calf serum absolutely free from antibodies
to BVDYV. The titre of noncythopatic vaccine CSFV was
determined by the Peroxidase Linked Awntibody Assay (PLA)
angd it amounted to 1045 TCID;;,, The best parameters for
multiplication of the chesen virus strain were determined
with relation to the stationary and rolier cultures. The
highest titre of vaccine virus 1089 TCID:;, was obtained
by infection ¢f fershly trypsinized cells in Legroux flask
with a dose of 105 TCID;, and their incubation at 37°C for
96 hours. Infection of the roller culture of PK-15A cell line
with the same virus dose resulted in a titre of TCID;, =
= 10875, Taking into consideration these results, 6 batches
of attenuated tissue vaccine against CSF were prepared in
the reoller culture of PK-15A cell line, It has been shown
that new attenuated ,,Cellpest” vaccine against CSF, pro-
duced in rcoller culture of PK-15A cell line, has the same
properties of safety and immunggenicity as lapinized vac-
cine,

Od ponad trzydziestu lat w profilaktyce klasycznego
pomoru $win (CSF) wykorzystuje sie w Polsce z bardzo
dobrymi efektami szczepionke Lapest, oparta na lapini-
zowanym chinskim szczepie wirusa tej choroby (9, 12).
Zrodlem antygenu szczepionkowego sg w tym prepara-
cie $ledziony oraz krew krolikow zakazonych wymienio-
nym szczepem wirusa.

Wystapienie krwotocznej bronchopneumonii kroélikéw
(viral hemorrhagic diseas FHD) w Polsce w 1988 roku

oraz szybkie jej rozprzestrzenienie (5), a takze utrzy-
mywanic sie enzootycznych ognisk myksomatozy (7)
ograniczylo, a w niektorych okresach wrecz paralizo-
walo rytmiczng produkcje szczepionki Lapest. W tej
sytuacji zaistniala konieczno$¢ zintensyfikowania badan
nad opracowaniem nowej szczepionki przeciw pomoro~
wi $win, do wytwarzania ktérej nie sg potrzebne kré-
liki. Biopreparaty tego typu sa produkowane i z po-
wodzeniem stosowance w wielu krajach (1, 2, 3, 14).
Celem prezentowanej pracy bylo przygotowanie atenuo-
wane] szczepionki przeciw pomorowi $win oraz ocena
jej nieszkodliwosci i wlasciwosei immunogennych w
badaniach laboratoryjnych i terenowych.

Material i metody

Szczep wirusowy. Do sporzadzenia szczepionki, dla
ktoére] przyjeto nazwe Cellpest, uzyto atenuowanego szczepu
wirusa pomoru (CSFV) wyizolowanego z komercyjnie pro-
dukowanej w Europie zywe] szczepionki przeciw CSF. Ate-
nuacji szczepu dokonano (1) poprzez 161 pasazy amerykan-
skiego zjadliwego szczepu wirusa pomoru PAV-1 w hodo-
wli komorek linii cigglej nerki $dwini PK-15. Dla potrzeb
wilasnych uzyskany szczep oznaczono jako KPS-87.

Hodowla komérkowa, Do namnhazania wirusa
szczepionkowego uzyto linii cigglej komorek nerki $wini
PK-15A kultywowane] wg ogoélnie przyjetych zasad. Jako
plynu wrzrostowego uzywano podioza Eagle’a z dcdatkiem
5%y surowicy cielec=j wolnej od przeciwcial dla wirusa bie-
gunki i choroby bton $luzowych bydia (BVDV).

Przygotowanie szczepionki, Po okresleniu przy
pomocy testu PLA — peroxidase linked antigen assay (8)
miana TCID;y ozywicnego szczepu KPS-87, zakazano nim
$wiezo odtrypsynowane komoérki PK-15A w ilodci 1 TCIDsy/1
komorke. Butelki Legroux z zakazong hodowlg inkubowa-
no w 37°C przez 96 h; po tym czasie hodowle 3-krotnie za-
mrazano i rozmrazano. Doswiadczalne serie szczepionki
Cellpest produkowano, infekujac namnozone w warunkach
hodowli rotacyjnsj — w butelkach typ NBS a 250 ml —
komorki linii PK-15A. Inokulum dla jednej butelki NBS



