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Badane drobnoustroje, namnazane w podiozu Eagle’a bez
dodatku antybiotykéw, niszczyty komorki linii CC81 po 48
godz. Nie rozcieficzone przesgcze hodowli bulionowej pozba-
wione bakterii przez wirowanie i saczenie przez filtr Milli-
pore 0,45 pum byly réwnicz toksyczne dla jednowarstwowej
hodowli komérek linii CC 81. Po 72 godz. nastgpowata cal-
kowita destrukcja hodowli komérkowej, co dowodzito obecno-
$ci w hodowli substancji toksycznej, nie zwigzanej ze $ciang
komérkowa listerii (ryc. 1, 2). Komdrki linii Vero, przetrzy-
mywane w takich samych warunkach, okazaly si¢ oporne na
zakazenie i nie wykazywaty zmian degeneracyjnych (ryc. 3).
Kontrolne hodowle komérek badanych linii, po inokulacji wy-
izolowanymi szczepami i przetrzymywane w Srodowisku z anty-
biotykami (penicylina 100 j, streptomycyna 100 pig/ml) nie
wykazywaly zmian zwyrodnieniowych. U $winek, ktdrym po-
dano dospojéwkowo zawiesing hodowli komérek listerii stwier-
dzono ostry stan zapalny spojéwek (ryc. 4, 5), a w wysigku
ropnym obserwowano monocyty i pateczki gram-dodatnie.
Myszki biate zakazone podskérnie lub dootrzewnowo zawie-
sing tkanki §ledzionowej od padtych lisiat ginety po 2-4
dniach po infekecji. Badaniem na antybiotykoopornos¢ — in
vitro — stwierdzono, ze szczepy te byly wrazliwe na penicyling
(+++), ampicyling (+++), erytromycyne (+++), karbenicyling
(+++), rymfapicyng (+++), cefalotyng (+++), oksytetracykling
(++), gentamycyne (++) oraz w nieznacznym stopniu na neo-
mycyng (+).

Na podstawie przeprowadzonych badar laboratoryjnych
nalezy przyjaé, ze przyczyna nieptodnosci samic oraz padnigc
u nowo narodzonych lisiat byto zakazenie szczepem L. mono-
cytogenes. Réznit si¢ on od szczepéw typowych brakiem wy-
twarzania alfa mannozydazy oraz indukowaniem szerokiej
strefy hemolizy typu beta. Kliniczny przebieg choroby byt
podobny do procesu obserwowanego u trzody chlewnej (11,
12) i bydta (1).

Nalezy zaznaczyé, ze oprécz L. monocytogenes rowniez L.
ivanovii moze wywolywac ronienia u zwierzat. Alexander i
wsp. (1), wykonujac badania u 243 poronionych plodéw byd-
lecych, wyizolowali jeden szczep L. monocytogenes, a 4 Szczepy
L. ivanovii. Fakt ten $wiadczy, 7e przy diagnozowaniu roniefi
na tle listeriozy nalezy réwniez uwzglednia¢ jako mozliwy czyn-
nik choroby L. ivanovii. Pozostate gatunki tego rodzaju sa zwy-
kle apatogenne, moga jednak sporadycznie takze wywolywac
schorzenia u ludzi i zwierzat (3, 9).
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Summary

Attempts of using stallions naturally infected with Equine
arteritis virus in reproduction

The objective of the studies was to check both in vitro
and vivo the use in reproduction of convalescent stallions
of semen free from the Equine arteritis virus (EAV). The
examinations were done on 92 stallions from the stud K
in which sera of 83.2% of animals were free from anti-
bodies to EAV. Three stallions used for mating in 1993
were seropositive. Attempts to isolate the EAV from se-
men were performed on RK-13 and Vero cell cultures.
From the semen of one stallion a virus identified as AEV
by the direct immunofluorescence test was isolated. As for
the two remaining convalescent stallions with negative re-
sults of the laboratory test for EAV, semen was examined
for the EAV transfer on four fully susceptible mares. Con-

valescent stallions non-disseminating the virus were used
for mating 53 serum negative mares. During a mating pe-
riod mares were healthy and became free of neutralizing
anti-AEV antibodies. A prerequisite to the use of serone-
gative EAV stallions for covering should be laboratory
examinations of their semen and confirmation of negative
results of semen examinations by a biological test.

Najwieksze straty w przebiegu wirusowego zapalenia t¢tnic
koni (Equine Viral Arteritis-EVA) powodowane s3 ronienia-
mi oraz resorpcja ptodéw przez cigzarne klacze (1, 6). W
infekcjach naturalnych wirusem zapalenia tgtnic koni (Equine
Arteritis Virus-EAV) odsetek poronieri moze dotyczy¢ 40-
-50% zakazonych klaczy (1, 4). Wyniki badan serologicznych
wskazujg na powszechne wystepowanie zakazeti wirusem EA
u koni w wielu krajach na wszystkich kontynentach (1, 2,
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10). Oprécz poronieii ptodéw, choroba wywoluje znaczne
straty wsréd nowo narodzonych Zrebiat, a niekiedy takze
wsrdd Zrebiat starszych (3). Zakazenie wirusem EA nast¢puje
tak przez uklad oddechowy, jak i kontakt ptciowy (5, 9, 11,
12, 13). Najwigksze znaczenie w utrzymywaniu si¢ wirusa w
populacji koni oraz w rozprzestrzenianiu si¢ choroby odgry-
waja ogiery-ozdrowieficy bedace czgsto bezobjawowymi no-
sicielami 1 siewcami EAV z nasieniem. Stan ten moze trwad
u ogieréw od kilku tygodni do kilku lat po zakazeniu, a w
pewnych przypadkach do korca zycia konia (10). Stwierdzo-
no réwniez, ze po zakazeniu naturalnym EAV 30-35% ogie-
réw-ozdrowieficéw pozostaje dtugotrwalymi siewcami wirusa
z nasieniem, a jego transmisja podczas krycia klaczy petno-
wrazliwych dochodzi do 100% (13). Poniewaz nie wszystkie
ogiery-ozdrowiency pozostaja siewcami wirusa, celem badad
bylo opracowanie metod pozwalajacych na ewentualne wy-
kluczenie siewstwa wirusa EA z nasieniem.

Material i metody

Badania przeprowadzone w stadninie koni K., zlokalizowa-
nej w potudniowo-wschodniej czesci kraju. W stadninie tej
znajdowaly si¢ 92 konie, w tym 3 ogiery czotowe przeznaczo-
ne do rozptodu w 1993 r. Ogiery te oznaczono jako D, Fi G.

W styczniu 1993 r. przeprowadzono pierwszy etap badad,
ktérych celem byto okreslenie odsetka zakazeri wirusem EA u
koni. Wykonano badanie serologiczne na obecno$¢é przeciw-
cial zobojetniajacych w surowicy krwi, stosujgc mikrometode
wg Moraillon i Moraillon (8). Antygenem uzytym w odczynie
zobojetniania wirusa (Virus Neutralization-VN test) byt wzor-
cowy szczep amerykanski Bucyrus, pasazowany 20-krotnie w
hodowli komérek nerki krélika (RK-13). Wiazanie antygenu
z przeciwciatlem prowadzono w obecno$ci 5% dopetniacza
§winki morskiej, a wynik préby odczytywano w hodowlach
komérek RK-13. Za miano dodatnie przyjmowano rozcieri-
czenie surowicy 1:4 lub powyzej, hamujace dziatanie cytopa-
tyczne wirusa w dawce 100 TCIDsp w 25 mikrolitrach.
Badanie kazdej surowicy powtarzano dwukrotnie w obecnosci
ukltadu kontrolnego.

Drugi etap badan polegat na prébie izolacji wirusa EA z
nasienia ogieréw, u ktérych stwierdzono w surowicy przeciw-
ciala anty-EAV. Wykonano go w hodowlach komérkowych
nerki krélika RK-13 pasaz niski (p. 98) i pasaz wysoki (p.
168) oraz nerki malpy Vero pasaz 179. Hodowle komérkowe
prowadzone byly w naczyniach polistyrenowych firmy Cor-
ning i utrzymywane w ptynie MEM Eagle’a z 1% dodatkiem
surowicy ptodu bydlgcego (BFS firmy Sigma) oraz antybioty-
kéw: 200 j.m. penicyliny/ml, 200 pm streptomycyny/ml,
10 pm amfoterycyny B/ml. Do tak przygotowanej hodowli
wlewano po 0,2 ml nasienia badanych ogieréw, rozciericzone-
go w stosunku 1:20 w MEM. Naczynia przetrzymywano w
termostacie z doptywem CO2 w temp. 37°C i codziennie ogla-
dano pod mikroskopem na obecno$¢ zmian cytopatycznych
(CPE). Badany material pasazowano co 5 dni, przenoszac po
0,2 ml ptynu znad hodowli do nowych naczyni z hodowla
komérkowa. W etapie trzecim przeprowadzono prébe biologi-
czna majacg na celu kontrole wynikéw uzyskanych w labora-
torium. Ogiery, od ktérych nie izolowano in vitro wirusa z
nasienia, kryty petnowrazliwe klacze. Dla kazdego z nich wy-
brano po dwie klacze wolne od przeciwcial anty-EAV, ktére
zostaty pokryte kazda 4 razy (dwa razy dziennie przez dwa
kolejne dni). Po uptywie 3 tygodni od ostatniego krycia, klacze
te ponownie przebadano serologicznie na obecno$¢ przeciwciat
anty-EAV. Ogiera, od ktérego izolowano w laboratorium wirus
EA z jego nasienia, nie uzywano do krycia.

Wyniki i oméwienie

W badaniu serologicznym klaczy przeznaczonych do sta-
nowienia i opisanym jako etap pierwszy wykazano, ze 83,2%
zwierzat wolnych byto od obecnosci przeciwciatl anty-EAV
w surowicy krwi. Ogiery D, F i G, ktére miaty by¢ uzywane
do rozptodu okazaty si¢ serologicznie dodatnie. W badaniu
ich nasienia in vitro w celu izolacji wirusa EA stwierdzono,
7e po IV pasazu wystapit CPE w hodowlach inokulowanych
nasieniem ogiera F. Zmiany cytopatyczne polegaty na zaokra-
glaniu si¢ komérek, uktadaniu si¢ ich w réznej wielkosci
gronka, po czym nastgpowala liza hodowli 1 odpadanie jej
od dna naczynia. Zmiany te powtarzaty si¢ w kolejnych pa-
sazach i dotyczyty tylko hodowli zakazonych nasieniem ogie-
ra F. Izolowany wirus zostal zidentyfikowany w odczynie
immunofluorescencji bezposredniej jako wirus zapalenia tgt-
nic koni. Przeprowadzona préba biologiczna data wynik
zgodny z uzyskanym w laboratorium. Cztery pelnowrazliwe
klacze kryte ogierami D i G zostaly ponownie przebadane
serologicznie po uptywie 3 tygodni od zakorczenia krycia i
nie wykazano w ich surowicy swoistych przeciwciat anty-
EAV. Pozwala to sadzic, ze klacze te nie ulegly zakazeniu
wirusowemu. Ze stanowienia wytaczono ogiera F, uzywajac
dalej ogiery D i G. Byty one wykorzystywane do rozptodu
przez nastgpne 2 miesiace, w czasie ktérych nie zanotowano
ani jednego przypadku mogacego klinicznie sugerowaé EVA.
Po uplywie tego czasu sprawdzono serologicznie 53 klacze
kryte ogierami D i G i stwierdzono we wszystkich przypad-
kach wynik ujemny.

Uzyskane dane sugerujg, ze istnieje mozliwos¢ wykorzy-
stania do rozptodu ogieréw EVA-dodatnich w przypadku bra-
ku izolacji wirusa EA z ich nasienia. Zdaniem Klingeborna
préba izolacji w hodowli komérkowej jest bardzo dobra me-
toda wykrywania wirusa EA z nasienia, przewyzszajaca czu-
toscig PCR (7). Ogiery-ozdrowiency moga kry¢ nie tylko
klacze, u ktérych stwierdzono w surowicy przeciwciala zobo-
jetniajace anty-EAV. Warunkiem tego jest jednak doktadne
przebadanie ich nasienia w laboratorium i potwierdzenie braku
siewstwa wirusa zapalenia tetnic koni w prébie biologiczne;.
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