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Wirus zapalenia têtnic koni (EAV � equine arteritis
virus) nale¿y do rodziny Arteriviridae, rzêdu Nido-
virales. Wirus ten jest szeroko rozpowszechniony
w populacji koni na ca³ym �wiecie i powoduje powa¿-
ne straty ekonomiczne w ich hodowli. W warunkach
naturalnych g³ównym rezerwuarem wirusa s¹ ogiery,
które po przechorowaniu staj¹ siê czêsto nosicielami
i siewcami EAV z nasieniem. Identyfikacja ogierów
siewców wirusa oparta jest na próbie izolacji EAV
z nasienia w hodowli komórkowej (test zalecany przez
O.I.E.). Na zaka¿enie EAV in vitro wra¿liwe s¹ ko-
mórki pierwotnych hodowli makrofagów, wywodz¹-
ce siê z nerek, p³uc oraz jajnika. Spo�ród linii komór-
kowych ci¹g³ych do izolacji wirusa u¿ywa siê najczê�-
ciej hodowli komórkowej nerki królika (RK13). Po-
nadto na zaka¿enie EAV wra¿liwe s¹ hodowle komór-
kowe z nerki nowo narodzonych chomików syryjskich
(BHK-21) oraz nerki afrykañskiej ma³py zielonej
(Vero). Wynik testu izolacji zale¿y, miêdzy innymi, od

jako�ci próbki nasienia nades³anej do laboratorium,
a tak¿e od wra¿liwo�ci u¿ytej do izolacji hodowli ko-
mórkowej. Na wra¿liwo�æ komórek wp³yw mo¿e mieæ
zarówno typ, jak i wysoko�æ pasa¿u hodowli.

Cytometria przep³ywowa s³u¿y do precyzyjnej oce-
ny ilo�ciowej i jako�ciowej pojedynczych komórek.
Polega na pomiarze pojedynczych komórek lub cz¹s-
tek przep³ywaj¹cych przez cytometr w strumieniu cie-
czy oraz na zjawisku fluorescencji barwników zwi¹-
zanych z przeciwcia³ami. Przy u¿yciu cytometrii prze-
p³ywowej mo¿na m.in. badaæ cechy morfometryczne
testowanych obiektów na podstawie ugiêcia �wiat³a
na brzegach komórek (rozproszenie czo³owe �wiat³a,
Forward Scatter, FSC), cechy morfologiczne struktur
wewn¹trzkomórkowych (ziarnisto�æ) na podstawie
rozproszenia �wiat³a na organellach wewn¹trzkomór-
kowych i b³onie komórkowej (rozproszenie boczne
�wiat³a, Side Scatter, SSC). Dziêki mo¿liwo�ci reje-
stracji fluorescencji o ró¿nej d³ugo�ci fali w ró¿nych
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Summary
The purpose of the study was to attempt the application of flow cytometry to evaluate the sensitivity of

various cell lines to EAV infections, according to their type and passage number. Monolayers of RK13, Vero,
BHK-21 and MDBK cells were infected with reference EAV strain Bucyrus. First of all the susceptibility of
each cell line to different titers of the virus was tested. The second step was to establish a time course kinetic of
viral infection. Sequentially, starting from 2 to 72 hours post infection the cells were fixed, permeabilized and
stained with FITC monoclonal EAV-specific antibodies. The analysis carried out in Coulter Epics XL (Beckman
Coulter) flow cytometer considered the percentage of EAV infected cells determined in a time range by gating
FITC/Count histograms. Significant differences in the sensitivity to EAV infection in particular cell lines were
found. After 24 h. p.i. most RK13 cells infected with Bucyrus strain showed signs of infection in the titer of
10 TCID
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, whilst in Vero and BHK-21 a similar histogram was not obtained until 100 and 1000 TCID

50
respectively. As early as 10 and 12 h post inoculation significant level of infected cells (37.9 and 18.6%) were
detected in line RK13 passage 36 and 11 respectively. Cell line Vero passage 115 indicated a higher sensitivity
to EAV infection comparing to Vero passage 153. More than 70% of cells from that line were EAV infected
after 24 hours post inoculation. In Vero passage 153 the infected cells (15.4%) were not detected until 36 h.p.i.
The presence of infected cells was found also after 36 h post inoculation in BHK-21 cell line passage 10. The
obtained results indicate that differences in cell line susceptibility to EAV infection depend on their type and
decrease with their passage.
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kana³ach, w obecnie stosowanych cytometrach mo¿-
na badaæ nawet 17-18 cech komórek jednocze�nie (BD
LSR II System, BD Biosciences) (10). Analiza cyto-
metryczna znalaz³a zastosowanie g³ównie w diagnos-
tyce klinicznej dziêki mo¿liwo�ci immunofenotypo-
wania komórek krwi. Metoda ta pozwala równie¿ na
monitorowanie cech morfotycznych komórek, ozna-
czanie ilo�ci kwasów nukleinowych, bezpo�redni¹
identyfikacjê mikroorganizmów i diagnostykê serolo-
giczn¹. Tradycyjne metody badañ wirusologicznych s¹
pracoch³onne i nie zawsze precyzyjne. Cytometria
przep³ywowa pozwala na szybk¹, specyficzn¹ i ilo�cio-
w¹ ocenê procesów takich, jak zaka¿enie. W ostatnich
latach wzros³o znaczenie tej techniki w badaniach wi-
rusologicznych (2, 8).

Celem badañ by³a próba zastosowania cytometrii
przep³ywowej do oceny wra¿liwo�ci wybranych linii
komórkowych na zaka¿enie EAV w zale¿no�ci od typu
i wielko�ci pasa¿u hodowli.

Materia³ i metody
Linie komórkowe. Do badañ u¿yto hodowli komórko-

wych wra¿liwych na zaka¿enie EAV, tj. hodowli komórek
nerki królika (rabbit kidney RK13, ATCC CCL37) pasa¿
11, 36 i 78, nerki ma³py zielonej (Vero) pasa¿ 115 i 153
oraz nerki nowo narodzonych chomików syryjskich (baby
hamster kidney, BHK-21, ATTC CCL10) pasa¿ 10 i 60.
Jako kontroli u¿yto hodowli komórek nerki bydlêcej MDBK
(ATCC CCL-22) pasa¿ 83, która nie jest wra¿liwa na zaka-
¿enie EAV. Komórki linii RK13, Vero oraz MDBK namna-
¿ano w p³ynie wzrostowym MEM Eagle�a (Sigma) z 10%
dodatkiem bydlêcej surowicy p³odowej (FBS, Gibco).
Hodowlê BHK-21 zak³adano w p³ynie Glasgow MEM
(Sigma) z dodatkiem L-glutaminy, aminokwasów (Gibco),
tryptozy (Sigma), antybiotyków (Sigma) i 10% FBS.
Wszystkie hodowle komórkowe inkubowano w temp. 37°C
w atmosferze 5% CO

2
.

Adaptacja wirusa do hodowli i jego mianowanie. Do
zaka¿enia hodowli komórkowych (RK13, Vero i BHK-21)
u¿yto szczepu referencyjnego EAV Bucyrus. Wirusem za-
ka¿ano poszczególne hodowle za³o¿one w butelkach o po-
wierzchni 75 cm2. Hodowle z wirusem inkubowano i po
wyst¹pieniu efektu cytopatycznego w 100% zamra¿ano
w �70°C. Wykonywano po 2-3 pasa¿e i nastêpnie miano-
wano wirusa okre�laj¹c TCID

50
.

Przygotowanie komórek do badania cytometryczne-
go. Ustalanie wra¿liwo�ci komórek na zaka¿enie EAV. Jed-
nodniowe, jednowarstwowe hodowle komórkowe RK13
(pasa¿ 11), Vero (pasa¿ 115) i BHK-21 (pasa¿ 10) w bu-
telkach o powierzchni 25 cm2 zaka¿ano przez adsorpcjê
10-krotnie wzrastaj¹cymi dawkami (od 1 do 105 TCID

50
)

wirusa Bucyrus, adaptowanego do danej linii. Hodowle
inkubowano w temp. 37°C, w atmosferze 5% CO

2
 przez

24 godz., a nastêpnie komórki trypsynizowano i utrwa-
lano.

Ustalanie wra¿liwo�ci komórek na zaka¿enie wiru-
sem w zale¿no�ci od czasu inkubacji. Jednodniowe, jed-
nowarstwowe hodowle komórkowe RK13 (pasa¿ 11, 36
i 78), Vero (pasa¿ 115 i 153), BHK-21 (pasa¿ 10 i 60)

i MDBK (pasa¿ 83) w butelkach o powierzchni 25 cm2

zaka¿ano przez adsorpcjê wirusem Bucyrus w dawce
103 TCID

50
, adaptowanym do danej linii. Hodowle inkubo-

wano w temp. 37°C, w atmosferze 5% CO
2
 przez czas od

2 do 72 godz., a nastêpnie komórki trypsynizowano i zbie-
rano do czystych probówek o pojemno�ci 15 ml (Falcon).
P³yn znad hodowli zbierano równie¿. Zawiesinê komórek
wirowano przy 500 × g przez 10 min.

Utrwalanie komórek. Komórki z osadu zawieszano
w 5 ml PBS i wirowano przy 500 × g przez 10 min. Super-
natant usuwano, komórki ponownie zawieszano w 1 ml
PBS, a nastêpnie dodawano 1 ml 4% roztworu paraformal-
dehydu (Sigma) (5). Komórki inkubowano w temp. 4°C
przez 15 min. i przep³ukiwano jednokrotnie w PBS. Osad
zawieszano w 1 ml PBS i przenoszono do 70% etanolu
sch³odzonego do 4°C (9). Komórki w etanolu przechowy-
wano w temp. �20°C do czasu badañ.

Znakowanie komórek. W badaniach cytometrycznych
zastosowano metodê immunofluorescencji bezpo�redniej,
do której u¿yto przeciwcia³ monoklonalnych dla EAV zna-
kowanych fluorescein¹ (FITC, BioX) o wcze�niej ustalo-
nym rozcieñczeniu 1 : 100. Inkubacjê z przeciwcia³ami
FITC przeprowadzano w 37°C przez 1 godz., a nastêpnie
komórki p³ukano 3-krotnie i zawieszano w PBS. Komórki
obserwowano pod mikroskopem fluorescencyjnym i spo-
rz¹dzono dokumentacjê fotograficzn¹.

Pomiar cytometryczny. Pomiar fluorescencji badanych
komórek wykonano w cytometrze przep³ywowym Coulter
Epics XL (Beckman Coulter). Komórki analizowano przy
u¿yciu oprogramowania System II v. 3.0. Protokó³ zawie-
ra³ 3 wykresy obrazuj¹ce:

� wykres punktowy FS/SS � (forward scatter/side scat-
ter) stosunek wielko�ci do ziarnisto�ci komórek,

� histogram FITClog/Count � natê¿enie fluorescencji
w skali logarytmicznej do liczby komórek,

� wykres punktowy FITClog/FS � intensywno�æ fluo-
rescencji w skali logarytmicznej do wielko�ci komórek,

� wykres punktowy FITClog/SS � intensywno�æ fluo-
rescencji w skali logarytmicznej do ziarnisto�ci komórek.

Przep³yw komórek przez cytometr ustawiono na pozio-
mie 300 obiektów na sekundê. W analizie brano pod uwa-
gê 50 000 komórek. Jako kontroli u¿yto komórek niezaka-
¿onych przygotowanych do analizy analogicznie, jak ko-
mórki zaka¿one EAV.

Analizê uzyskanych wyników przeprowadzono z wyko-
rzystaniem programu WinMDI v.2.8.

Wyniki i omówienie
Wra¿liwo�æ komórek na zaka¿enie EAV okre�lano

na podstawie najmniejszej dawki szczepu referencyj-
nego Bucyrus wywo³uj¹cej w badanej hodowli komór-
kowej zaka¿enie po 24 godzinach od inokulacji oraz
na podstawie czasu od inokulacji komórek wirusem
do wykrycia antygenu EAV w komórkach. Ustalanie
dawki zaka�nej dla komórek hodowli RK13, Vero
i BHK-21 przedstawiaj¹ histogramy na ryc. 1. Najwy¿-
sz¹ wra¿liwo�ci¹ na zaka¿enie EAV charakteryzowa-
³y siê komórki RK13. Stwierdzono, ¿e komórki tej li-
nii zaka¿one dawk¹ wirusa Bucyrus równ¹ 10 TCID

50
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wyró¿nia³y siê wiêksz¹ intensywno�ci¹ fluorescencji
od komórek zaka¿onych mniejsz¹ dawk¹ wirusa oraz
od komórek kontrolnych. �wiadczy to o tym, ¿e wiêk-
szo�æ komórek RK13
uleg³a zaka¿eniu ju¿ przy
tej dawce wirusa. W ho-
dowli Vero wyra�na
zmiana fluorescencji wi-
doczna w histogramie na-
st¹pi³a przy dawce wiru-
sa 100 TCID

50
, natomiast

w hodowli BHK-21 do-
piero dawka 1000 TCID

50
wywo³a³a zaka¿enie. Do-
datkowo histogramy ko-
mórek Vero zaka¿onych
dawk¹ 103 i 104 TCID

50
przedstawiaj¹ dwie od-
dzielne populacje komó-
rek � zaka¿onych (ok.
50%) i nie zaka¿onych
(ok. 50%) wirusem, cze-
go nie zaobserwowano
w przypadku RK13
i BHK-21. W tych liniach
zaobserwowano wzrost
fluorescencji badanych
obiektów i przesuwanie
siê wykresu FITClog/
Count w praw¹ stronê.

W kolejnym etapie ba-
dañ okre�lono przebieg
zaka¿enia EAV w ró¿-
nych hodowlach komór-

kowych w czasie po-
cz¹wszy od 2 do 72 godz.
po zaka¿eniu. Komórki
przed analiz¹ cytomet-
ryczn¹ obserwowano pod
mikroskopem i wykona-
no dokumentacjê fotogra-
ficzn¹. Wyniki badania
mikroskopowego by³y
porównywalne do wyni-
ków badañ cytometrycz-
nych. Stwierdzono, ¿e
liczba fluoryzuj¹cych ko-
mórek ros³a wraz z up³y-
wem czasu od zaka¿enia
(ryc. 2). Nastêpnie zawie-
siny komórek poddano
badaniu w cytometrze
przep³ywowym. Wybrane
wyniki przedstawiono
w formie histogramów li-
niowych zestawionych
w programie WinMDI
v. 2.8 na ryc. 3. Odsetek

komórek zaka¿onych wirusem referencyjnym Bucy-
rus w dawce 103TCID

50
 (przy analizie cytometrycznej

5000 komórek z ka¿dej próbki) w miarê up³ywu czasu

Ryc. 1. Histogramy liniowe FITClog/Count
dla komórek RK13 (A), Vero (B) i BHK-21
na³o¿one w programie WinMDI v.2.8. Po-
szczególne wykresy opracowano dla komó-
rek zaka¿onych ró¿nymi dawkami wirusa.
Kontrola oznacza komórki niezaka¿one

Ryc. 2. Obraz mikroskopowy komórek hodowli RK13 pasa¿ 11 zaka¿onych wirusem referen-
cyjnym Bucyrus od 2. do 72. godziny po zaka¿eniu. Liter¹ K oznaczono kontrolê, któr¹ stano-
wi³y komórki niezaka¿one
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po zaka¿eniu przedstawiono na ryc. 4. Dawkê wirusa
do do�wiadczenia wybrano bior¹c pod uwagê ustalo-
n¹ wcze�niej najmniejsz¹ dawkê wirusa wywo³uj¹c¹
zaka¿enie po 24 godz. we wszystkich u¿ytych hodow-
lach komórkowych. Odsetek komórek zaka¿onych
ustalono po wybramkowaniu komórek w histogramach
FITClog/Count (3, 11).

Zaobserwowano znaczne ró¿nice we wra¿liwo�ci na
zaka¿enie EAV poszczególnych hodowli. Najszybciej
zaka¿one komórki wykryto w hodowli RK13 o pasa-
¿u 36. W hodowli tej po 8 godz. od inokulacji 6,76%,
a po 10 godz. a¿ 37,9% komórek by³o zaka¿onych.

Ryc. 3. Histogramy liniowe FITClog/Count dla komórek RK13 pasa¿ 11 (A), Vero pasa¿ 115
(B), BHK-21 pasa¿ 10 (C) i MDBK pasa¿ 83 (D) na³o¿one w programie WinMDI v.2.8. Poszcze-
gólne wykresy opracowano dla kolejnych czasów inkubacji (2-72 godz.) komórek z wirusem
Bucyrus o mianie 103 TCID

50
. Literami K zaznaczono histogramy dla komórek niezaka¿onych

Ryc. 4. Odsetek komórek ró¿nych hodowli o ró¿nej wysoko�ci pasa¿u zaka¿onych wirusem
EAV w stosunku do czasu inkubacji

Odsetek ten rós³, osi¹ga-
j¹c warto�æ 55%, a na-
stêpnie zacz¹³ stopniowo
spadaæ, osi¹gaj¹c warto�æ
19,1%, odpowiednio, po
12 i 72 godz. od zaka¿e-
nia. W�ród komórek
RK13 o pasa¿u 11 zaob-
serwowano bardzo dyna-
miczny wzrost odsetka
zaka¿onych komórek od
12 godz. po zaka¿eniu.
Po 72 godz. od inokula-
cji 91,3% komórek by³o
zaka¿onych wirusem.
Wiêksz¹ wra¿liwo�æ na
zaka¿enie EAV wykaza-
³a hodowla Vero o pasa-
¿u 115 ni¿ Vero o pasa¿u
153. W pierwszej hodow-
li 5,48% komórek uleg³o
zaka¿eniu po 14 godz. od
inokulacji. Dobê po zaka-
¿eniu prawie 70% komó-
rek tej hodowli by³o za-
ka¿onych EAV. W ho-
dowli Vero o pasa¿u 153
obecno�æ komórek zaka-
¿onych wirusem (15,7%)
stwierdzono dopiero po
36 godz. od zaka¿enia.
Z kolei w hodowli BHK-
-21 pasa¿ 10 obecno�æ
zaka¿onych komórek
stwierdzono dopiero po
36 godz. od zaka¿enia ho-
dowli o pasa¿u 10, za�
w BHK-21 pasa¿ 60 je-
dynie 7,15% zaka¿onych
komórek stwierdzono
w 24 godz. po zaka¿eniu
EAV. W hodowli MDBK,
która stanowi³a kontrolê
ujemn¹ w badaniach, nie
stwierdzono zaka¿enia
EAV.

Odsetek zaka¿onych komórek w badanych hodow-
lach komórkowych nie rós³ liniowo w miarê up³ywu
czasu od zaka¿enia, ze wzglêdu na fakt, i¿ EAV wy-
wo³uje efekt cytopatyczny w zaka¿onych komórkach.
Polega on na zmianie kszta³tu komórki, zmianach de-
generacyjnych j¹dra komórkowego, pojawianiu siê
wtrêtów wewn¹trzj¹drowych i wewn¹trzcytoplazma-
tycznych, wakuolizacji komórek i ostatecznym ich roz-
padzie. Na wykresach liniowych oraz punktowych
FITClog/SS w hodowlach komórkowych w wiêkszo-
�ci badanych hodowli zaobserwowano pojawianie siê
populacji komórek o niskiej warto�ci fluorescencji oraz
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o ma³ej ziarnisto�ci (SS) (ryc. 5). Obecno�æ tej popu-
lacji zwi¹zana by³a prawdopodobnie nie tylko z frag-
mentacj¹ komórek wywo³an¹ efektem cytopatycznym,
ale równie¿ przez niezale¿ne lub zale¿ne od zaka¿e-
nia EAV zmiany apoptotyczne i nekrotyczne komórek
(6). Tym mo¿na wyja�niæ spadek fluorescencji w wiêk-
szo�ci hodowli po 24 godzinach od inokulacji. Spa-
dek ten czê�ciej wystêpowa³ w hodowlach o wy¿szym
pasa¿u, czyli zale¿a³ prawdopodobnie od wieku ko-
mórek. Badania Archambault i St-Laurenta (1) wyka-
za³y, ¿e EAV indukuje apoptozê zaka¿onych komó-
rek. Komórki apoptotyczne w hodowli Vero pojawia-
³y siê po 24 godz. od zaka¿enia hodowli zjadliwym
szczepem terenowym w dawce 0,1 TCID

50
/do³ek, wraz

ze zmianami cytopatycznymi.
Wraz z czasem, który up³yn¹³ od zaka¿enia wzra-

sta³a równie¿ liczba wirusa zewn¹trzkomórkowego,
który ze wzglêdu na wielko�æ nie mo¿e byæ bezpo-
�rednio wykryty przez cytometr. Maess i wsp. (4)
stwierdzili, ¿e po 30 godzinach od inokulacji komó-
rek BHK-21 przez EAV warto�æ TCID

50
 wirusa ze-

wn¹trzkomórkowego mo¿e byæ prawie 100-krotnie
wiêksza ni¿ wirusa wewn¹trzkomórkowego. Badacze
ci obserwowali wyst¹pienie zaka¿enia w komórkach
linii BHK-21 po 12 godz. od ich zaka¿enia szczepem
Bucyrus o mianie 300 TCID

50
. W innych badaniach

Wada i wsp. (12) wykazali obecno�æ antygenów wiru-
sowych po 8 godz. po infekcji komórek BHK-21 wi-
rusem Bucyrus. W badaniach tych najwy¿sze miano
wirus osi¹gn¹³ w 14 godz. po zaka¿eniu. Wysokie mia-
no wirusa utrzymywa³o siê do 40 godz., a nastêpnie
zaczê³o stopniowo spadaæ. Wyniki wymienionych ba-
dañ s¹ porównywalne do prezentowanych rezultatów.

Moore i wsp. (6) stwierdzili równie¿, ¿e wra¿liwo�æ
komórek na zaka¿enie EAV zale¿na jest nie tylko od
ich typu, ale równie¿ od patogenno�ci szczepu wiru-
sowego. Na podstawie analizy cytometrycznej auto-
rzy stwierdzili, ¿e w komórkach RK13 (pasa¿ 5-15)
znacz¹ca czê�æ komórek zostaje zaka¿ona po 12 go-
dzinach od inokulacji szczepem silnie zjadliwym i o
�redniej zjadliwo�ci, natomiast po zaka¿eniu szczepem
ma³o zjadliwym niewielka. Ma³o wra¿liwa na zaka¿e-
nie okaza³a siê linia pierwotna komórek nab³onkowych
têtnicy p³ucnej koñskiej (ECs), w której EAV wykryto

po 24 godz. od zaka¿e-
nia, a obecno�æ szczepu
o ma³ej wirulencji w ko-
mórkach ECs stwierdzo-
no dopiero po 36 godz.
od inokulacji. Jednocze�-
nie linia ECs okaza³a siê
odpowiednia do oceny
patogenno�ci i zjadliwo�-
ci izolatów EAV in vitro
(7).

Podsumowuj¹c, wra¿-
liwo�æ badanych linii ko-
mórkowych na zaka¿enie

EAV zale¿a³a od rodzaju i wysoko�ci pasa¿u hodowli.
Najwy¿sz¹ wra¿liwo�æ na zaka¿enie EAV wykaza³y
komórki hodowli RK13 oraz Vero o niskim pasa¿u.
Najmniej wra¿liwa na zaka¿enie EAV w�ród badanych
hodowli okaza³a siê linia BHK-21. Przedstawione ba-
dania wskazuj¹ równie¿, ¿e cytometria przep³ywowa
jest szybk¹ i wiarygodn¹ metod¹ diagnostyczn¹ i mo¿e
byæ zastosowana do badania kinetyki zaka¿enia EAV
oraz zmian apoptotycznych i nekrotycznych (1).
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Ryc. 5. Wykresy punktowe (dotplot) zale¿no�ci fluorescencji (FITC) i ziarnisto�ci komórek (SS)
hodowli Vero pasa¿ 115: A � 10 godz., B � 24 godz. i C � 72 h po zaka¿eniu EAV


