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In anul 2011, in cadrul etapei unice a proiectului au fost efectuate studii privind infectiile
cu arterivirusuri la porcine dar si la ecvine. Ambele entitati morbide sunt produse de virusuri
apartinand genului Arterivirus, capabile sa produca infectii asimptomatice persistente gazdelor
lor naturale, in anumite circumstante, sau infectii evolutive clinic, grave, in alte circumstante.

In organismul gazdelor primele celule care se infecteaza sunt macrofagele, dar, ulterior
infectia cuprinde si alte structuri tisulare, avand afinitate deosebitd pentru endoteliul micilor
artere. Transmiterea infectiei se face prin contact direct (inclusiv cel sexual), dar si prin aerosoli
sau pulberi contaminate.

Arterita virala a ecvinelor a devenit in ultimele doud decenii, o boald ce nu mai poate fi
ignorata. Ingrijorarea pe care a produs-o in randul tirilor din Europa si din lume pericolul pe care
acesta il reprezinta, a determinat includerea ei in normele si standardele oficiale ale Oficiului
Intrnational de Epizootii (OIE) si in normele legislative (directivele) Uniunii Europene care
reglementeaza circulatia intracomunitara si In tari terte a ecvideelor.

Importanta economicad a acestei boli, constd in primul rand in pierderile materiale ce
survin consecutiv impunerii de restrictii severe asupra circulatiei internationale a ecvideelor, a
importului si exportului la nivel mondial, In special a cabalinelor de mare valoare, pierderilor din
sfera reproductiei prin numarul mare de avorturi $i moartea manjilor la putin timp dupa nastere.

Ca in multe alte tari din lume si din Europa, si in Romania arterita virald ecvina este din
pacate, foarte raspandita, afectdnd in special cabalinele din rase pure ori specializate, si in mai
micd masurd pe cele din gospodariile populatiei, care Tn cea mai mare parte reprezintd un
amestec de linii locale cu o parte sdnge din anumite rase. Fard a face exceptie de la regula, si in
Romania aceastd boala este mai frecvent intalnitd in randul cailor trapasi, pur sange englez pur
sange arab (sau jumatate sange din aceste rase), si abia apoi la caii din alte rase.

Arterita virald ecvina este o boala infecto-contagioasa, ce afecteaza ecvideele, indiferent
de rasa, varstd, sex sau stare fiziologicd. Se caracterizeaza clinic prin sindrom febril, insotit de
astenie profunda, epiford, catar oculo-nazal, edeme inflamatorii in tesutul conjunctiv subcutanat,
coloratie ictericd a mucoasei conjunctivale si avort la femelele gestante. Leziunile cele mai
importante sunt cele de panvasculita la nivelul vaselor sanguine, cu diametrul de maximum 5
mm, precum si degenerdri si necroze ale mediei acestor vase.

In Romania, primele semnaliri au fost facute de Aurelia Ionescu si col. (1993). Ulterior, s-au

semnalat episoade de arteritd virald ecvind in aproape toate hergheliile din tara, iar evolutia clinica a



imbracat aspecte diferite, de la forme foarte grave cu procent de mortalitate mare si avorturi masive, pana
la evolutii discrete, dar cu procent ridicat de animale seropozitive.

De la ecvine au fost prelevate probe in functie de starea clinica a animalului. In cazul
arteritei virale ecvine este foarte important ca probele sa fie recoltate in momentele optime, care
sa asigure depistarea cu certitudine a virusului, antigenului viral sau a anticorpilor specifici.

Astfel, o parte dintre probele de sange au fost prelevate in faza febrila a bolii, imediat
dupd aparitia semnelor clinice. De la armasarii trecuti prin boald, probele de material seminal au
fost prelevate dupa cel putin trei sdptdmani de la disparitia semnelor clinice.

Secretiile nazale si oculare au fost recoltate cu tampoane sterile in medii de transport, dar
si uscate. Pentru recoltarea secretiilor nazale au fost folosite si solutii sterile izotone cu rol de a
spala cavitdtile nazale. Probele de ser au fost prelucrate si conservate pana la momentul

examindrii la -20°C. Probele de spermi si secretiile nazale au fost conservate la -80°C.

Testul ELISA indirect pentru detectia de anticorpilor specifici infectiei cu virusul
arteritei virale in vederea estimarii seroprevalentei la ecvine

A fost utilizat testul imunoenzimatic- ELISA indirect pentru detectia si titrarea
anticorpilor specifici anti-virusului arteritei virale ecvine din probe de seruri ecvine testate.

Acest kit de diagnostic este destinat detectiei anticorpilor directi contra virusului arteritei
ecvine virale (EAV), fiind un test de confirmare pentru serul ecvin.

Testul imunoenzimatic se bazeaza pe reactia specifica dintre antigenul fixat pe placa de
polistiren si anticorpii pentru arterita virala ecvina din serurile ecvine de testat. Prezenta
anticorpilor specifici pentru arteritd virala ecvind din serurile testate va bloca antigenul de pe
placa care in faza a doua nu se va mai lega specific de anticorpii monoclonali cunoscuti din Kkit.
Prezenta sau absenta legarii specifice a anticorpilor monoclonali se evidentiaza printr-o reactie
de culoare obtinuta In prezenta substratului si prin adagarea peroxidazei.

Descriere

Fiecare godeu este filmat cu o peptida specifici EAV. Esantioanele de testat precum si
martorii (controalele) se vor adduga pe microplaca. Anticorpii anti — EAV, dacd sunt prezenti,
formeaza un complex antigen-anticorp cu epitopii EAV.

In godeurile microplacii se adauga un conjugat anti-cal Ig — peroxidaza (Po) care fixeazi

anticorpii anti-EAV, formand un complex antigen-anticorp-conjugat-peroxidaza.



Dupa mai multe spéldri ce au rolul de a indeparta excesul de conjugat, se va adauga
solutia substrat (TMB). Diferentele de culoare dintre godeuri sunt proportionale cu cantitatea de
anticorpi specifici prezentd in proba de cercetat. Microplaca se va citi la ODg4so nm.

Acesta este un test de confirmare. Fiecare esantion si control trebuie sa fie depozitat
in duplicat.

Se adauga:

- 90 puL de Buffer de dilutie 2 in fiecare godeu.

- 10 pl de Control Negativ in godeurile A1, A2, B1 si B2.
- 10 pl de Control Pozitiv in godeurile C1, C2, D1 si D2.
- 10 pl de proba de examinat in godeurile ce au ramas.

1. Se incubeaza 1h 30min la 21°C.
2. Godeurile se golesc si se spala de 3 ori cu aproximativ 300 pl de Solutie de Spalare.
Se va evita uscarea godeurilor intre spalari.
3. Se va prepara Conjugatul 1X prin dilutia Conjugatului Concentrat 10X 1/10 in
Bufferul de Dilutie 5.
4. Se adauga 100 ul de Conjugat1X in fiecare godeu.
5. Se incubeazad 30 minute la 21°C.
6. Se golesc godeurile si se spald de 3 ori cu aproximativ 300 ul de Solutie de Spalare.
Se va evita uscarea godeurilor Intre spalari.
7. Se adauga 100 pl de Solutie Substrat in fiecare godeu.
8. Se incubeaza 15 minute la 21°C.
9. Se adauga 100 pl de Solutie STOP in fiecare godeu pentru a stopa reactia.
10. Citirea si Inregistrarea rezultatelor se face la ODy4so nm.
Rezultate si discutii
In urma cercetarilor intreprinse pana la ora actuald au fost testate 239 de probe de sange de
cabaline ce se afla sub jurisdictia judetului Bacau, Iasi, Botosani, Vaslui.
Esantionul luat in studiu este format din animale de ambele sexe. Probele au fost asezate pe

placa de lucru in dublu exemplar (tabelul 1).



Tabelul 1

Repartitia probelor de ser pe o placa cu 96 de godeuri

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A N N 5 5 13 13 21 21 29 29 37 37
B N N 6 6 14 14 22 22 30 30 38 38
C P P 7 7 15 15 23 23 31 31 39 39
D P P 8 8 16 16 24 24 32 32 N N
E 1 1 9 9 17 17 25 25 33 33 N N
F 2 2 10 10 18 18 26 26 34 34 P P
G 3 3 11 11 19 19 27 27 35 35 P P
H 4 4 12 12 20 20 28 28 36 36

In functie de valorile densititilor optice, serurile au fost clasificate in pozitive, dubioase sau
negative pentru anticorpi specifici virusului arteritei virale ecvine.

Pentru ca rezultatele testului ELISA sa fie considerate corespunzitoare, este necesar sa
fie indeplinite criteriile de validare cand DO450 a serului de control negativ este mai mica de
0,350.

In urma depuneri probelor de ser in godeuri si a efectuirii reactiei ELISA EAV au fost
obtinute urmatoarele rezultate, (exemplul unei placi de lucru la citire), tabelul 2:

Tabelul 2
Rezultate ELISA EAV
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0.057 0.057 0.179 0.213 0.083 0.183 1.035 2.841 0.126 0.21 0.51 0.343
0.15 0.078 0.289 3.428 0.198 3.776 0.171 3.709 0.31 0.572 0.588 0.542
0.085 1.638 0.142 3.677 0.294 0.871 0.085 0.179 0.125 0.135 0.683 0.468
0.121 1.382 0.17 3.602 0.115 0.268 0.102 0.092 0.255 0.228 0.075 0.08
0.195 0.308 0.13 0.345 0.073 3.55 0.079 0.088 0.07 0.209 0.064 0.061
0.14 0.311 0.198 0.233 0.1 0.359 0.098 0.198 0.086 0.071 0.167 0.586
0.114 0.292 0.152 2.88 0.129 3.647 0.093 0.083 0.147 3.533 0.149 0.672
0.106 0.166 0.124 3.231 0.108 2.303 0.169 0.095 0.158 0.356 0.058 0.06
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Utilizand testul ELISA indirect au fost examinate in total 239 seruri de cabaline si s-a obtinut o
seroprevalenta medie a fost de 30,76 %.

Efectivul de ecvine care a facut obiectul cercetarilor noastre are varste cuprinse intre 48 de luni si
140 de luni, la acest experiment participand atat femele cat si masculi. S-au identificat 141 (58,97%)
masculi si 98 femele (iepe) (41,02%.)

Dintr-un numar total de armasari testati serologic au fost detectati ca fiind seropozitivi 30,43%
dintre ei, cu varste cuprinse intre 64 de luni si 120 de luni.

Dintr-un numar total de 98 iepe testate serologic pentru prezenta anticorpilor anti-EAV au fost
depistate seropozitive 31,25% cu varste cuprinse intre 52 de luni si 140 de luni.

Aceste cercetari au fost demarate deoarece in ultimii ani a crescut incidenta avorturilor la iepe, fara
ca sa apara semne clinice de boala.

Pentru a limita efectele aceste boli si pentru a preveni extinderea ei si la efective de ecvine ce se afla
sub jurisdictia altor CSV-uri invecinate se va restrange la maxim circulatia cabalinelor.

De mentionat este faptul ca lotul de ecvine supus studiului nu este infectat cu virusul anemiei
infectioase (AIE) conform rezultatelor provenite de la LSVSA-lasi in urma efectudrii testului Coggins
(imunodifuzia in gel de agar).

Cabalinele ce au constituit obiectul cercetarilor in experimentul de fatd provin din exploatatii
nonprofesionale (gospodariile populatiei) in care nu existau la ora recoltarii probelor de sange suine,
pentru a evita astfel eventuale posibile cross-reactii cu virusul PRRS.

Pentru a limita pierderile suferite prin avorturi, armasarii detectati pozitivi la ELISA EAV vor fi
castrati, intrerupand astfel rolul lor in diseminarea bolii in efectiv. Totodatd s-a recoltat material seminal
din care se va efectua un examen virusologic pentru a putea pune in evidentd prezenta virusului arteritei
ecvine virale (AEV), dar si secretii vaginale si secretii nazale.

S-au luat in evidenta efectivele de porcine in care evolueazad sindromul respirator si de reproductie
porcin sau au existat suspiciuni si au fost catagrafiate. S-au prelevat si prelucrat probe biologice (sange
pentru exprimarea serului, organe receptive: ovare, uter, pulmon, limfoganglioni) in vederea efectuarii
examenului serologic si ulterior examenelor etiologice (virusologice).

In urma testirii serologice a probelor recoltate s-au continuat investigatiile privind estimarea
seroprevalenta sindromului respirator si de reproductie porcin in estul Romaniei. Reactiile serologic
pozitive, se pot explica prin aceea cd animale diagnosticate pozitive anterior nu au fost scoase din

efectiv, au fost pastrate si folosite in continuare la reproductie. Cum fermele de suine se aflau la prima



suspiciune a infectiei, atunci cand s-au recoltat probele de sdnge pentru precizarea diagnosticului,
insemnd cd animalele se aflau la prima infectie, cantitatea de virus excretatd era importantd ceea ce
favoriza ulterior infectatea unui numar mare de animale receptive.

Abordarea acestui obiectiv este utilda dacd tinem seama de faptul cd porcul este ubicvitar
raspandit, iar boala este din ce In ce mai prezentd in zonele geografice in care se practicd cresterea
industriala.

S-au extins cercetarile si asupra porcului salbatic. Au fost prelucrate 90 probe de sange provenite
de la mistreti din zona Moldovei si s-a obtinut o seroprevalentd de aproximativ 30%. Precizarea
diagnosticului de sindrom respirator si de reproductie a probelor recoltate de la porcinele domestice si
salbatice din estul Romaniei, s-a facut pe baza examenului serologic, a testului ELISA. S-a folosit kitul
HerdCheck PRRS X3.

Din probele biologice recoltate de la porcii domestici si sdlbatici au fost initiate cercetdrile de
biologie moleculard. S-au efectuat extractii de ARN viral cu kitul QIAamp Viral RNA Mini Kit. Au
fost prelucrate materialele genetice obtinute in vederea retrotranscriptiei Arn-ului cu ajutorul kitului
QIAGEN OneStep RT-PCR Kit si primerilor specifici. Detectia virusului respirator si de reproductie
porcin prin tehnici de biologie moleculard a fost urmatd de identificarea, caracterizarea moleculara si

incadrarea filogenetica a tulpinilor virale identificate.
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