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Badane drobnoustroje, namnażane w podłozu Eagle'a bez
dodatku antybiotyków, niszczyły komórki linii CCS1 po 48
godz. Nie rozcięńczonę przęsącze hodowli bulionowej pozba-
wione bakter7i przez wirowanie i sączenie przez filtr Milli-
pore 0,45 pm były równiez toksyczne dla jednowarstwowej
hodowli komórek linii CC 81. Po 12 godz, następowała cał-
kowita destrukcja hodowli komórkowej, co dowodziło obecno-

ści w hodowli substancji toksycznej, lie związanej ze ścianą
komórkową listerii (ryc. 1, 2), Komórki linii Vero, przęIrzy-
mywane w takich samych warunkach, okazały się oporne na

zakażelię i nie wykazywały zmian degeneracyjnych (ryc. 3).

Kontrolne hodowle komórek badanych linii, po inokulacji wy-

izolowanymi szczepami i przeltzymywane w środowisku z anty-

biotykami (penicylina 100 j, streptomycyna l00 pglml) nie
wykazywały zmtarl zwyrodnieniowych. U świnek, którym po-

dano dospojówkowo zawiesinę hodowli komórek listerii stwier-

dzono ostry stan zapalny spojówek (ryc. 4,5), a w wysięku
ropnym obserwowano monocyty i pałeczki gram-dodatnie.

Myszki białe zakażone podskórnie lub dootrzewnowo zawie-
siną tkanki śledzionowej od padłych lisiąt ginęły po 2-4
dniach po infekcji. Badaniem na antybiotykooporność - ln
vitro - stwierdzono, że szczepy te były wrażliwe na penicylinę
(+++), ampicylinę (+++), erytromycynę (+++), karbenicylinę
(+++), rymfapicynę (+++), cefalotynę (+++), oksytetracyklinę
(++). gentamycynę (++) oraz w nieznacznym Stopniu na neo-

mycynę (+).
Na podstawie przeprowadzonych badań laboratoryjnych

należy przyjąć, że przyczyną niepłodności samic oraz padnięć

u nowo narodzonych tisiąt było zakażęnie szczępem L. mono,

cyto7enes. Różnił się on od szczepów typowych brakiem wy-

twarzania alfa mannozydazy oraz indukowaniem szerokiej
strefy hemolizy typu beta. Kliniczny przebieg choroby był
podobny do procesu obserwowanego u trzody chlewnej (1l,
12) i bydła (1),

Nalezy zaznaczyć, że oprócz L. monocytogenes również L.

iyanoyii może wywoływać ronienia u zwierząt, Alexander i
wsp, (1), wykonując badania u 243 poronionych płodów byd-

lęcych, wyizolowali jeden szczep L. monoclltogenes, a 4 szczepy

L. ivąnovii. Fakt ten świadczy, że przy diagnozowaniu ronień

na tle listeriozy należy równiez uwzględniaó jako możliwy czyn-
nik choroby L, ivanovii. Pozostałe gatunki tego rodzaju są zwy-
kle apatogenne, mogą jednak sporadycznie takze wywoływać
schorzenia u ludzi i zwięrząt (3,9).
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Summary

Attempts of using stallions naturally infected with Equine
arteritis virus in reproduction
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Największe straty w przebiegu wirusowego zapalenia tętnic

koni (Equine Viral Arteritis-EVA) powodowane są ronienia-

mi oraz resorpcją płodów przez ciężarne klacze (1, 6). W
infekcjach naturalnych a tętnic koni (Equine

Arteritis Virus-EAV) może dotyczyć 40-

-5O7o zakażonych klaczy (1, 4), Wyniki badań serologicznych
wskazują na powszechne występowanl.ę zakażeń wirusem EA
u koni w wielu krajach na wszystkich kontynentach (I, ż,
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10). Oprócz poronień płodów, choroba wywołuje znacznę
straty wśród nowo narodzonych źrebiąt, a niekiedy także
wśród źrebiąt starszych (3). Zakażenie wirusem EA następuje
tak przez układ oddechowy, jak i kontakt płciowy (5, 9, 11,
I2, I3). Największe znaczenię w utrzymywaniu się wirusa w
populacji koni oraz w rozprzestrzenianiu się choroby odgry-
wają ogiery-ozdrowieńcy będące często bezobjawowymi no-
sicielami i siewcami E.Ąy z nasieniem, stan ten może trwać
u ogierów od kilku tygodni do kilku |at po zakażeniu, a w
pewnych przypadkach do końca życia konia (l0). Stwierdzo-
no również, że po zakażeniu naturalnym EAV 30-35Vo ogie-
rów-ozdrowieńców pozostaje długotrwałymi siewcami wirusa
z nasieniem, a jego transmisja podczas krycia klaczy pełno-
wrażliwych dochodzi do I00Vo (13). Ponieważ nie wszystkie
ogiery-ozdrowieńcy pozostają siewcami wirusa, celem badań
było opracowanie metod pozwalających na ewentualne wy-
kluczenie siewstwa wirusa EA z nasieniem.

Materiał i metody

Badania przeprowadzone w stadninie koni K., zlokalizowa-
nej w południowo-wschodniej części kraju. W stadninie tej
znajdowały się 92 konie, w tym 3 ogiery czołowe przęznaczo-
ne do rozpłodu w 1993 r. Ogiery te oznaczono jako D, F i G,

W styczniu 1993 r, przeprowadzono pierwszy etap badań,
których celem było określenie odsetka zakażęń wirusem EA u
koni, Wykonano badanie serologiczne na obecność przeciw-
ciał zobojętniających w surowicy krwi, stosując mikrometodę
wg Moraillon i Moraillon (8). Antygenem uzytym w odczynie
zobojętniania wirusa (Virus Neutralization-VN test) był wzor-
cowy szczep amerykański Bucyrus, pasazowany 20-krotnie w
hodowli komórek nerki królika (RK-l3), Wiązanie antygenu
z przeciwciałem prowadzono w obecności 57o dopełniacza
świnki morskiej, a wynik próby odczytywano w hodowlach
komóręk RK-13. Za miano dodatnie przyjmowano rozcięń-
czenie surowicy 1:4 lub powyzej, hamujące działanię cytopa-
tyczne wirusa w dawce 100 TCIDso w 25 mikrolitrach.
Badanie każdej surowicy powtarzano dwukrotnie w obecności
układu kontrolnego.

Drugi etap badań polegał na próbie izolacli wirusa EA z
nasienia ogierów, u których stwierdzono w surowicy przeciw-
ciała anty-EAV. Wykonano go w hodowlach komórkowych
nerki królika RK-13 pasaż niski (p. 98) i pasaż wysoki (p,
168) oraz nerki małpy Vero pasaż 179. Hodowle komórkowe
prowadzone były w naczyniach polistyrenowych firmy Cor-
ning i utrzymywane w płynie MEM Eagle'a z 1Vo dodatkiem
surowicy płodu bydlęcego (BFS firmy Sigma) oraz antybioty-
ków: 200 j.m, penicyliny/ml, 200 pm streptornycyny/ml,
l0 pm amfoterycyny B/ml. Do tak przygotowanej hodowli
wlewano po 0,ż ml nasienia badanych ogierów, rozcięńczone-
go w stosunku 1:20 w MEM. Naczynia przętrzymywano w
termostacie z dopływem COz w temp. 37'C i codziennie oglą-
dano pod mikroskopem na obecność zmian cytopatycznych
(CPE). Badany materiał pasażowano co 5 dni, przenosząc po
0,2 m| płynu znad hodowli do nowych naczyń z hodowlą
komórkow ą. W etapie trzęcim przęprow adzono próbę biologi-
cznąmającą na celu kontrolę wyników uzyskanych w labora-
torium. Ogiery, od których nie izolowano in vitro wirusa z
nasienia, kryły pełnowrażliweklacze. Dla kazdego z nich wy-
brano po dwie klacze wolne od przeciwciał anty-EAV, które
zostały pokryte każda 4 razy (dwa razy dziennle przez dwa
kolejne dni). Po upływie 3 tygodni od ostatniego kycia, klacze
te ponownie przebadano serologicznie na obecność przeciwciał
anty-EAV, Ogiera, od którego izolowano w laboratorium wirus
EA z jego nasienia, nie używano do krycia.

Wyhiki i omówienie
W badaniu serologicznym klaczy przęzlaczonych do sta-

nowienia i opisanym jako etap pierwszy wykazano, że 83,27o
zwterząt wolnych było od obecności przeciwciał anty-EAV
w surowicy krwi. Ogiery D, F i G, które miały być lżywane
do rozpłodu okazały się serologicznie dodatnie. W badaniu
ich nasienia in vitro w celu lzolacji wirusa EA stwierdzono,
że po IV pasażu wystąpił CPE w hodowlach inokulowanych
nasieniem ogiera F. Zmiany cylopatyezne polegały nazaoką-
glaniu się komórek, układaniu się ich w róznej wielkości
gronka, po czym następowała liza hodowli i odpadanie jej
od dna naczynia. Zmiany te powtarzały się w kolejnych pa-
sażach i dotyczyły tylko hodowli zakażonych nasieniem ogie-
ra F. Izolowany wirus został zidentyfikowany w odczynie
immunofl uorescencji bezpośredniej j ako wirus zapalenia tęt-
nic koni. Przeprowadzona próba biologiczna dała wynik
zgodny z uzyskanym w laboratorium. Cztery pełnowrażliwe
klacze kryte ogierami D i G zostały ponownie przebadane
serologicznie po upływie 3 tygodni od zakończęnia krycia i
nie wykazano w ich surowicy swoistych przeciwciał anty-
EAV, Pozwa7a Io sądzić, że klaczę te nie uległy zakażenil
wirusowemu. Ze stanowienia wyłączono ogiera F, lżywając
dalej ogiery D i G. Były one wykorzystywane do rozpłodu
przez następne 2 miesiące, w czasie których nie zanotowano
ani jednego przypadku mogącego klinicznie sugerować EVA.
Po upływie tego czasu sprawdzono serologicznie 53 klacze
kryte ogierami D i G i stwierdzono we wszystkich przypad-
kach wynik ujemny,

Uzyskane dane sugerują, że istnieje możliwość wykorzy-
stania do rozpłodu ogierów EVA-dodatnich w przypadku bra-
ku izolacji wirusa EA z ich nasienia. Zdanięm Klingeborna
próba izolacji w hodowli komórkowej jest bardzo dobrą me-
todą wykrywania wirusa EA z nasięnia, przęwyższającą czu-
łością PCR (7). Ogiery-ozdrowieńcy mogą kryć nie tylko
klacze, u których stwierdzono w surowicy przeciwciałazobo-
jętniające anty-EAV. Warunkiem tego jest jednak dokładne
przebadanie ich nasienia w laboratorium i potwierdzenie braku
siewstwa wirusa zapalenia tętnic koni w próbie biologicznej.
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