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Wirusowe zapalenie têtnic koni jest jedn¹ z najwa¿-
niejszych chorób zaka�nych koniowatych. Czynnikiem
etiologicznym choroby jest wirus EAV (equine arteritis
virus) nale¿¹cy do rodziny Arteriviridae. Choroba po-
woduje powa¿ne straty ekonomiczne w hodowli koni
na ca³ym �wiecie. Zaka¿enie EAV w 40-50% przypad-
ków mo¿e prowadziæ do poronieñ, resorpcji zarodków
i ja³owienia u klaczy (5-7). Najwa¿niejsz¹ konsekwen-
cj¹ zaka¿eñ EAV u koni jest wystêpowanie zaka¿eñ
trwa³ych i siewstwo wirusa z nasieniem ogierów. Po
przechorowaniu oko³o 30-60% ogierów zostaje trwale
zaka¿onych EAV (14, 15). Ogiery te s¹ rezerwuarem
wirusa w populacji koni. EAV utrzymuje siê w dodat-
kowych gruczo³ach p³ciowych ogiera, a proces siew-
stwa zale¿y prawdopodobnie od poziomu testosteronu
(9). Ogiery mog¹ wydalaæ wirusa z nasieniem nieprzer-
wanie przez kilka tygodni do kilku miesiêcy, a nawet
do koñca ¿ycia (15). Nie istniej¹ skuteczne metody le-
czenia trwale zaka¿onych ogierów, a wysoki poziom
przeciwcia³ u zwierz¹t nie chroni ich przed reinfekcj¹
i siewstwem wirusa. Krycie pe³nowra¿liwych klaczy
ogierem siewc¹ wirusa powoduje u nich serokonwersjê
w 85-100% przypadków. Ze wzglêdu na ma³¹ skutecz-
no�æ szczepieñ przeciw EVA i ograniczenia w ich sto-
sowaniu, najlepszym i najtañszym rozwi¹zaniem prob-
lemu strat powodowanych zaka¿eniami EAV w popu-
lacji koni jest badanie i eliminacja z hodowli ogierów
trwale zaka¿onych EAV (11).

Podjête badania mia³y na celu udoskonalenie metod
diagnostycznych s³u¿¹cych do identyfikacji ogierów
siewców EAV z nasieniem. Do wykluczenia siewstwa
wirusa z nasieniem stosowana jest metoda izolacji EAV
w hodowli komórkowej (test zalecany przez OIE), jed-
nak efekt cytopatyczny, który wywo³uje wirus nie jest
specyficzny (13). Dlatego te¿ wynik testu izolacji po-
winien byæ potwierdzony przy pomocy dodatkowej
metody. Do potwierdzania to¿samo�ci izolatów EAV
zastosowano test immunoperoksydazowy po�redni
(IPT). Ze wzglêdu na niski koszt, ³atwo�æ w przygoto-
waniu i wysok¹ specyficzno�æ, do testu u¿yto surowicy
poliklonalnej króliczej.

Materia³ i metody
Materia³ do badañ wirusologicznych stanowi³o 68 pró-

bek nasienia ogierów, które reagowa³y dodatnio w te�cie
izolacji EAV w hodowli komórek RK 13.

Szczepy wirusowe i hodowla komórkowa. Do opraco-
wania testu immunoperoksydazowego po�redniego u¿yto
referencyjnego szczepu Bucyrus (ATCC VR-796) wirusa
zapalenia têtnic koni oraz hodowli komórek nerki królika
RK 13 (ATCC CCL-37), któr¹ namna¿ano w p³ynie wzros-
towym MEM Eagle�a z dodatkiem 10% p³odowej surowi-
cy bydlêcej w temp. 37°C i w atmosferze 5% CO

2
.

Namna¿anie i oczyszczanie wirusa. Szczep referencyj-
ny wirusa Bucyrus namna¿ano w hodowli komórkowej RK
13 w butelkach o powierzchni 175 cm2 (NUNC). Zaka¿on¹
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hodowlê inkubowano do momentu powstania widocznego
efektu cytopatycznego, mro¿ono w temperaturze �70°C,
a nastêpnie okre�lano miano wirusa w TCID

50
. Zawiesinê

wirusa wirowano wstêpnie przy 15 000 × g przez 30 min.
w celu osadzenia elementów komórkowych. Supernatant
przenoszono do czystych gilz, podwarstwiano 40% roztwo-
rem sacharozy i ultrawirowano przy 160 000 × g przez
2 godz. Peletki z wirusa zawieszano w buforze TE (10 mM
Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7,5) i mro¿ono w �70°C.

Ocena stopnia oczyszczenia antygenu poprzez elek-
troforezê bia³ek wirusowych w ¿elu poliakrylamido-
wym. Materia³em do badañ by³ wirus Bucyrus nieoczysz-
czony, oczyszczony przez ultrawirowanie, ultrawirowanie
i filtrowanie przez filtr o porach o �rednicy 0,2 µm oraz
supernatant zebrany po ultrawirowaniu. Jako kontroli ujem-
nej u¿yto zawiesiny niezaka¿onych komórek RK 13, które
równie¿ poddawano ultrawirowaniu i filtrowaniu. Próbki
poddawano denaturacji w temp. 96°C przez 5 min. w bufo-
rze próbkowym (62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 2% SDS, 10%
glicerol, 130 mM ditiotreitol-DTT). Rozdzia³ elektrofore-
tyczny przeprowadzono w 12% ¿elu poliakrylamidowym
(Invitrogen) w obecno�ci SDS w warunkach redukuj¹cych
w aparacie do elektroforezy pionowej (Invitrogen). Elek-
troforeza przebiega³a w buforze elektrodowym MOPS z do-
datkiem antyutleniacza (Invitrogen) przy sta³ym napiêciu
200 V i natê¿eniu oko³o 0,8 A przez 40 min. Aby oceniæ
jako�æ rozdzia³u bia³ek, ¿el poliakrylamidowy barwiono
metod¹ srebrow¹. W pierwszym etapie ¿ele utrwalano
w roztworze 25% etanolu i 10% kwasu octowego przez
30 min. Nastêpnie inkubowano je w roztworze barwi¹cym
(0,2% azotan srebra, 0,05% formaldehyd) przez 30 min.
i p³ukano wod¹ redestylowan¹. Reakcjê barwn¹ wywo³y-
wano przy u¿yciu roztworu zawieraj¹cego 3% wêglanu
sodu, 0,001% tiosiarczanu sodu i 0,05% formaldehydu przez
10 min., a nastêpnie hamowano 0,5% roztworem glicyny
i p³ukano wod¹. Wykonano dokumentacjê fotograficzn¹,
a obraz analizowano przy u¿yciu programu One-Dscan
(Scanalytics).

Immunizacja królików antygenem EAV. Wszystkie za-
biegi na królikach wykonywano zgodnie z zasadami przy-
jêtymi przez Komisjê Etyczn¹ do Spraw Do�wiadczeñ na
Zwierzêtach. Do do�wiadczeñ u¿yto 6 królików w wieku
2-3 miesiêcy. Zwierzêta oznaczono numerami od 1 do 5.
Jednego królika pozostawiono jako kontrolê. Przed poda-
niem antygenu od wszystkich zwierz¹t pobrano po oko³o
2 ml krwi z ¿y³y brze¿nej ucha, któr¹ nastêpnie zbadano na
obecno�æ przeciwcia³ dla EAV testem seroneutralizacji.
Pobieranie krwi oraz szczepienia wykonywano wed³ug
schematu przedstawionego w tab. 1. Oczyszczony przez
ultrawirowanie szczep Bucyrus filtrowano przez filtr strzy-
kawkowy o wielko�ci porów 0,2 µm. Nastêpnie za pomoc¹
spektrofotometru okre�lano poziom bia³ka ca³kowitego
w zawiesinie i przygotowywano rozcieñczenie wirusa tak,
aby odpowiada³o koncentracji 0,75 mg bia³ka/ml zawiesi-

ny. Przygotowany w ten sposób antygen mieszano z adju-
wantem Emulsigen (MVP Laboratories Inc.) w stosunku
1 : 1 i podawano królikom podskórnie w ilo�ci 1 ml w oko-
licy grzbietu. Zawiesinê podawano w kilka miejsc w ilo�ci
0,25 ml w odstêpach 4-5 cm. Aby okre�liæ miano przeciw-
cia³ dla EAV w surowicy królików, pobierano od nich po
2 ml krwi, któr¹ nastêpnie badano testem seroneutralizacji.
Przed skrwawieniem króliki premedykowano ksylazyn¹
w dawce 10 mg/kg m.c. (Sedazin, Biowet Pu³awy) i znie-
czulano ogólnie 10% ketamin¹ (Biowet Pu³awy) w dawce
35 mg/kg m.c., a nastêpnie unieruchamiano mechanicznie.
Okolicê szyi strzy¿ono i dezynfekowano 70% etanolem.
Po wypreparowaniu têtnicy szyjnej wspólnej pobierano do
kolbki mo¿liwie najwiêksz¹ ilo�æ krwi (ok. 70-150 ml).
Zw³oki królików utylizowano. Krew do wykrzepienia in-
kubowano w temp. 37°C przez 2 godz., a nastêpnie w temp.
4°C przez kilka godzin i wirowano przy 3000 × g przez
10 min.

Opracowanie testu immunoperoksydazowego po�red-
niego. Jako przeciwcia³ do pierwszej fazy reakcji u¿yto su-
rowicy poliklonalnej otrzymanej na królikach. Koniugat sta-
nowi³y kozie przeciwcia³a IgG dla immunoglobulin króli-
czych znakowane peroksydaz¹ (Jackson). Substratem
w reakcji by³ czterochlorowodorek 3,3-dwuaminobenzy-
dyny (DAB, Sigma). Na wyro�niêt¹ 1-2-dniow¹ jednowar-
stwow¹ hodowlê komórek RK 13 za³o¿on¹ na p³ytkach
96-do³kowych nanoszono po 100 µl zawiesiny badanego
materia³u i inkubowano w temp. 37°C przez 1 godz. Na-
stêpnie p³yn znad hodowli zlewano, nanoszono �wie¿y p³yn
MEM z dodatkiem antybiotyków i inkubowano w temp.
37°C i w atmosferze 5% CO

2
. Po up³ywie 48 godz. hodow-

lê utrwalano 80% sch³odzonym acetonem przez 10 min.,
a nastêpnie suszono. Do utrwalonych komórek dodawano
PBS z 1% dodatkiem albuminy bydlêcej (BSA) i 5% p³o-
dowej surowicy bydlêcej (FBS) jako buforu blokuj¹cego
i inkubowano w temp. 37°C przez 30 min. Nastêpnie do
do³ków nanoszono królicz¹ surowicê poliklonaln¹ rozcieñ-
czon¹ 1 : 100 w 1% roztworze BSA w PBS z 10% dodat-
kiem dope³niacza �winki morskiej. P³ytkê inkubowano
1 godz. w temp. 37°C, nastêpnie p³ukano dwukrotnie PBS
i nanoszono koniugat rozcieñczony 1 : 1000 w 1% BSA
w PBS. Inkubowano 30 min. w temp. 37°C i p³ukano dwu-
krotnie PBS. Inkubacja z substratem (DAB) trwa³a 20 min.,
po niej p³ytki p³ukano PBS i wod¹ destylowan¹, a nastêp-
nie suszono. Hodowlê ogl¹dano pod mikroskopem �wietl-
nym, pod powiêkszeniem 40 ×.

Okre�lenie czu³o�ci, swoisto�ci i specyficzno�ci testu.
Do okre�lenia optymalnych warunków wykonania testu
immunoperoksydazowego brano pod uwagê rozcieñczenie
surowicy poliklonalnej i koniugatu. W tym celu do do³ków
96-do³kowej p³ytki z wyro�niêt¹ hodowl¹ komórek RK 13
nanoszono po 100 µl zawiesiny wirusa Bucyrus o mianie
103 TCID

50
. Kolejne etapy wykonywano zgodnie z opisan¹

wcze�niej procedur¹. Surowicê poliklonaln¹ rozcieñczano
w PBS z dodatkiem 1% BSA
i 5% FBS w stosunku 1 : 10,
1 : 20, 1 : 50, 1 : 100, 1 : 500,
1 : 1000 i nanoszono po 50 µl
na do³ek, przeznaczaj¹c na ka¿-
de rozcieñczenie ca³¹ kolumnê
do³ków p³ytki. Nastêpnie przy-
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Tab. 1. Plan szczepieñ i pobierania krwi od królików
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gotowano rozcieñczenia koniugatu w PBS z dodatkiem
1% BSA i 5% FBS (1 : 100, 1 : 500, 1 : 1000, 1 : 5000,
1 : 10 000), które nanoszono w rzêdach p³ytki. Wybierano
rozcieñczenia surowicy i koniugatu, które dawa³y wyra�-
nie widoczn¹ reakcjê barwn¹. Do oceny testu immuno-
peroksydazowego po�redniego zastosowano nastêpuj¹ce
kryteria: czu³o�æ, swoisto�æ i specyficzno�æ. Za czu³o�æ testu
immunoperoksydazowego przyjmowano najmniejsz¹ ilo�æ
wirusa, któr¹ wykrywano przy u¿yciu otrzymanej surowi-
cy poliklonalnej. Do okre�lenia czu³o�ci wykorzystano roz-
cieñczenia zmianowanego szczepu referencyjnego Bucy-
rus wykonane w postêpie 10-krotnym. Tak rozcieñczon¹
zawiesinê wirusa Bucyrus nanoszono do do³ków z hodow-
l¹ RK 13 i wykonywano wcze�niej opisany test immuno-
peroksydazowy po�redni. Swoisto�æ testu okre�lano jako
liczbê wyników ujemnych do ca³kowitej liczby próbek
ujemnych poddanych badaniu. Do oceny swoisto�ci IPT
u¿yto 20 próbek nasienia po II pasa¿u w RK 13, które re-
agowa³y negatywnie w te�cie izolacji i RT-PCR. Do okre�-
lenia specyficzno�ci testu u¿yto nastêpuj¹cych szczepów:
szczep EAV T1329 (dr Dubuc, ADRI, Nepean, Kanada),
szczep EAV Wroc³aw-2 i 5499/94 (prof. W. Golnik, AR,
Wroc³aw, Polska), szczep szczepionkowy EAV MLV Arvac
(Fort Dodge, USA), 10 izolatów terenowych EAV (kolek-
cja Zak³adu Wirusologii, PIWet-PIB), 2 szczepy PRRSV:
europejski (Lelystad) i amerykañski (Hesse, doc. T. Sta-
dejek, PIWet-PIB, Pu³awy) oraz inne szczepy, tj. 438/77
(EHV-1, ATCC VR-2229), 405/76 (EHV-4, ATCC
VR-2230), Praga/56 (EIV typ A1) oraz Kentucky/8 (EIV
typ A2) (kolekcja Zak³adu Wirusologii, PIWet-PIB).

Wyniki i omówienie
W celu potwierdzenia to¿samo�ci izolatów EAV opra-

cowano test immunoperoksydazowy po�redni. Celem
pierwszej fazy badañ by³o uzyskanie oczyszczonego
wirusa zapalenia têtnic koni, którym nastêpnie immu-
nizowano króliki. Stopieñ oczyszczenia antygenu wi-
rusowego oceniano po rozdziale bia³ek wirusowych
w 12% ¿elu poliakrylamidowym i po barwieniu ¿elu
metoda srebrow¹ (ryc. 1). Analizuj¹c rozdzia³y elek-
troforetyczne stwierdzono wyra�ne ró¿nice w �cie¿kach
z produktami kolejnych etapów oczyszczania wirusa
Bucyrus. W �cie¿kach, na które naniesiono nieoczysz-
czony wirus (ryc. 1, �cie¿ka 1), niezaka¿on¹ hodowlê
RK 13 (ryc. 1, �cie¿ka 4) obserwowano szereg pr¹¿-
ków bia³kowych o masie od oko³o 50 do 110 kDa, od-
powiadaj¹cych bia³kom komórkowym. W �cie¿kach, na
które naniesiono wirusa po ultrawirowaniu (ryc. 1, �cie¿-
ka 2) oraz po ultrawirowaniu i filtrowaniu (ryc. 1, �cie¿-
ka 3) widoczne by³y znacznie s³absze pr¹¿ki w tym za-
kresie. Pozosta³o�ci bia³ek komórkowych widoczne by³y
równie¿ w �cie¿ce z supernatantem zebranym po ultra-
wirowaniu (ryc. 1, �cie¿ka 5). Zaobserwowano tak¿e,
¿e pr¹¿ki bia³kowe o masie cz¹steczkowej odpowiada-
j¹cej w przybli¿eniu bia³kom strukturalnym wirusa by³y
wyra�nie intensywniejsze w �cie¿kach po oczyszcze-
niu wirusa ni¿ przed oczyszczeniem. By³y to pr¹¿ki bia³-
kowe o masie 32 i 14 kDa odpowiadaj¹ce glikoprotei-
nie GP5 i bia³ku nukleokapsydu N. W przypadku wiru-

sa oczyszczonego wstêpnie i filtrowanego obserwowa-
no równie¿ pr¹¿ek o masie 16 kDa odpowiadaj¹cy praw-
dopodobnie bia³ku membranowemu M. Pr¹¿ków o ma-
sie 14, 16 i 32 kDa nie stwierdzono w �cie¿kach z nie-
zaka¿on¹ hodowl¹ RK 13 i z supernatantem po ultra-
wirowaniu.

Oczyszczonym w ten sposób szczepem referencyj-
nym Bucyrus immunizowano króliki. Poziom przeciw-
cia³ anty EAV w surowicy królików badano w odstê-
pach dwutygodniowych. Wyniki monitorowania mia-
na przeciwcia³ przeciw EAV przedstawiono na wykre-
sie (ryc. 2). Poziom przeciwcia³ u immunizowanych
królików stopniowo rós³, osi¹gaj¹c miano 1 : 32 (króli-
ki 1, 2 i 5), 1 : 64 (królik 4) i 1 : 128 (królik 3) w dniu
skrwawienia zwierz¹t. Próbki surowicy od królika kon-
trolnego reagowa³y negatywnie w te�cie seroneutrali-
zacji. Po 84 dniach od pierwszej immunizacji zwierzê-
ta skrwawiono, a otrzymanej surowicy poliklonalnej
u¿yto do opracowania testu immunoperoksydazowego
po�redniego.

Pierwszy etap badañ polega³ na optymalizacji wa-
runków przeprowadzenia testu i doborze odpowiednich
rozcieñczeñ surowicy poliklonalnej i koniugatu. Stwier-
dzono, i¿ optymalne rozcieñczenie surowicy króliczej

Ryc. 1. Rozdzia³ elektroforetyczny bia³ek wirusowych w SDS-
-PAGE po barwieniu metod¹ srebrow¹. �cie¿ki: M � marker
PageRuler 10-170 kDa (Fermentas); 1 � szczep referencyjny
Bucyrus nieoczyszczony; 2 � Bucyrus po ultrawirowaniu; 3 �
Bucyrus po ultrawirowaniu i filtrowaniu; 4 � niezaka¿ona
hodowla RK 13; 5 � supernatant po ultrawirowaniu
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Ryc. 2. Miano przeciwcia³ anty EAV w surowicy królików
w trakcie immunizacji
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wynosi³o odpowiednio: 1 : 50 � 1 : 100, a koniugatu
1 : 1000 � 1 : 5000. Obraz mikroskopowy testu immu-
noperoksydazowego po�redniego uzyskany z u¿yciem
szczepu referencyjnego Bucyrus i otrzymanej surowi-
cy poliklonalnej przedstawia ryc. 3.

Czu³o�æ testu immunoperoksydazowego po�rednie-
go oznaczona dla szczepu referencyjnego Bucyrus EAV
wynosi³a 1 TCID

50
/100 µl (ryc. 4).

Do okre�lenia swoisto�ci testu IPT u¿yto 20 próbek
nasienia po II pasa¿u w hodowli RK 13, które reago-
wa³y negatywnie zarówno w te�cie izolacji, jak i RT-
-PCR. Wszystkie 20 próbek da³y wynik ujemny rów-

nie¿ w te�cie immunoperoksydazo-
wym, co �wiadczy³o o 100% swoisto�-
ci testu.

Specyficzno�æ testu immunoperok-
sydazowego oceniano na podstawie
reakcji z 14 szczepami EAV, 2 szcze-
pami wirusa nale¿¹cego do arteriwi-
rusów wywo³uj¹cego PRRS u �wiñ
oraz 6 szczepami innych wirusów, któ-
re czêsto wywo³uj¹ u koni podobne
objawy kliniczne jak zaka¿enie wiru-
sem zapalenia têtnic koni. Wyniki tes-
tu IPT dla wybranych wirusów przed-
stawia ryc. 5. Wszystkie szczepy EAV,
zarówno te nale¿¹ce filogenetycznie

do podgrupy szczepów europejskich (Wroc³aw-2, 5499/
94), jak i amerykañskich (T-1329, MLV Arvac) oraz
wirusy wyizolowane w Polsce na przestrzeni kilku lat,
w opracowanym te�cie immunoperoksydazowym po-
�rednim da³y wynik dodatni. Inne wirusy koñskie nie
nale¿¹ce do Arteriviridae, jak i szczepy wirusa PRRS
blisko spokrewnionego z EAV reagowa³y ujemnie
w IPT. Oznacza³o to 100% specyficzno�æ testu.

Po optymalizacji warunków testu i ustaleniu jego
czu³o�ci, swoisto�ci i specyficzno�ci przebadano 68
próbek nasienia ogierów, które reagowa³y dodatnio
w te�cie izolacji EAV. To¿samo�æ wyizolowanych wi-
rusów potwierdzono testem immunoperoksydazowym
po�rednim we wszystkich 68 przypadkach.

Izolacja wirusa w hodowli komórkowej uznawana
jest za z³oty standard w identyfikacji ogierów siewców
EAV z nasieniem i niemo¿liwe jest ca³kowite jej zast¹-
pienie metodami szybszymi, tj. PCR czy ELISA. Jed-
nocze�nie wynik dodatni tego testu wymaga potwier-
dzenia. W tym celu do identyfikacji izolatów EAV wpro-
wadzono test immunoperoksydazowy. Opracowany
z zastosowaniem przeciwcia³ poliklonalnych test cha-
rakteryzowa³ siê wysok¹ czu³o�ci¹, specyficzno�ci¹
i swoisto�ci¹. Niektórzy autorzy do identyfikacji izola-
tów EAV u¿ywali przeciwcia³ monoklonalnych (1, 4,
8). Mimo ¿e istnieje tylko jeden serotyp EAV, izolaty
terenowe ró¿ni¹ siê wirulencj¹, patogenno�ci¹, w³a�ci-
wo�ciami biologicznymi i antygenowymi (3, 10). Dla-
tego te¿ jedynie wysoce konserwatywne bia³ka EAV, tj.
bia³ko nukleokapsydu GP7, powinny byæ u¿yte do opra-
cowania przeciwcia³ monoklonalnych do badañ wiru-
sologicznych próbek terenowych (12). Du¿a zmienno�æ
genomu wirusa i zwi¹zane z ni¹ zmiany w antygeno-
wo�ci bia³ek, szczególnie we fragmencie ektodomeny

Ryc. 3. Obraz mikroskopowy (powiêkszenie 40 ×) testu immunoperoksydazowe-
go po�redniego. A � obraz uzyskany w te�cie z u¿yciem surowicy króliczej poli-
klonalnej w rozcieñczeniu 1 : 100 i koniugatu w rozcieñczeniu 1 : 1000. B � obraz
testu immunoperoksydazowego z surowic¹ poliklonaln¹ w rozcieñczeniu 1 : 500
i koniugatem w rozcieñczeniu 1 : 500

Ryc. 4. Czu³o�æ testu immunoperoksydazowego po�redniego
(IPT). A � obraz IPT, fragment 96-do³kowej p³ytki, B i C �
obraz mikroskopowy (powiêkszenie 200 ×) IPT dla komórek
zaka¿onych wirusem Bucyrus w dawce 1000 i 1 TCID
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Ryc. 5. Specyficzno�æ testu immunoperoksydazowego po�redniego. Do³ki: 1 � T1329; 2 � Wroc³aw-2; 3 � 5499/94; 4 � MLV
Arvac; 5 � szczep europejski PRRSV; 6 � szczep amerykañski PRRSV; 7 � EHV-1; 8 � EHV-4; 9 � EIV-A1; 10 � EIV-A2;
K � nie zaka¿ona hodowla komórkowa RK 13
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odpowiedzialnej za w³a�ciwo�ci neutralizuj¹ce wp³ywaj¹
na reakcjê z przeciwcia³ami monoklonalnymi (2). Ba-
dania oceniaj¹ce przydatno�æ przeciwcia³ poliklonal-
nych i monoklonalnych do wykrywania EAV wykaza³y
wy¿sz¹ specyficzno�æ tych pierwszych. Zatem ze wzglê-
du na niski koszt, ³atwo�æ w przygotowaniu i wysok¹
specyficzno�æ do potwierdzania to¿samo�ci izolatów
EAV wprowadzono test immunoperoksydazowy po-
�redni w oparciu o surowicê poliklonaln¹ królicz¹.

Pi�miennictwo
1. Balasuriya U. B. R., Evermann J. F., Hedges J. F., McKeirnan A. J.,

Mitten J. Q., Beyer J. C., McCollum W. H., Timoney P. J., MacLachlan N. J.:
Serologic and molecular characterization of an abortigenic strain of equine arteri-
tis virus isolated from infective frozen semen and an aborted equine fetus. J. Am.
Vet. Med. Assoc. 1998, 213, 1586-1589.

2. Balasuriya U. B. R., Snijder E. J., van Dinten L. C., Heidner H. W., Wilson W. D.,
Hedges J. F., Hullinger P. J., MacLachlan N. J.: Equine arteritis virus derived
from an infectious cDNA clone is attenuated and genetically stable in infected
stallions. Virology 1999, 260, 201-208.

3. Balasuriya U. B. R., Timoney P. J., McCollum W. H., MacLachlan N. J.: Phylo-
genetic analysis of open reading frame 5 of field isolates of equine arteritis virus
and identification of conserved and nonconserved regions in the GL envelope
glycoprotein. Virology 1995, 214, 690-697.

4. Deregt D., de Vries A. A., Raamsman M. J., Elmgren L. D., Rottier P. J.: Mono-
clonal antibodies to equine arteritis virus proteins identify the GL protein as
a target for virus neutralization. J. Gen. Virol. 1994, 75, 2439-2444.

5. Doll E. R., Knappenberger R. E., Bryans J. T.: An outbreak of abortion caused by
the equine arteritis virus. Cornell Vet. 1957, 47, 69-75.

6.Golnik W., Michalak T.: Przypadki wirusowego zapalenia têtnic koni (arteritis
equorum) w Polsce. Medycyna Wet. 1978, 35, 605-606.

7.Golnik W., Moraillon A., Golnik J.: Identification and antigenic comparison of
equine arteritis virus isolated from an outbreak of epidemic abortion of mares.
J. Vet. Med. Ser. B 1986, 33, 413-417.

8.Hornyak A., Denes B., Szeredi L., Dencso L., Rusvai M.: Diagnostic application
of immunoperoxidase monolayer assay using monoclonal antibodies produced
against equine arteritis virus 14-kDa nucleocapsid protein. Hybrid Hybridomics
2004, 23, 368-372.

9.Little T. V., Holyoak G. R., McCollum W. H., Timoney P. J.: Output of equine
arteritis virus from persistently infected stallions is testosterone-dependent. 1992,
225, Plowright W., Rossdale P. D., Wada J. F. (red.), Proceedings of the 6th Inter-
national Conference on Equine Infectious Diseases, Cambridge 1991, R&W
Publications Ltd., Newmarket.

10. Murphy T. W., McCollum W. H., Timoney P. J., Klingeborn B. W., Hyllseth B.,
Golnik W., Erasmus B.: Genomic variability among globally distributed isolates
of equine arteritis virus. Vet. Microbiol. 1992, 32, 101-115.

11.Ra� A., Siedlanowski T.: Badaæ czy nie badaæ? Koñ Polski 2001, 2, 50-51.
12. Starick E.: Rapid and sensitive detection of equine arteritis virus in semen and

tissue samples by reverse transcription-polymerase chain reaction, dot blot hybri-
disation and nested polymerase chain reaction. Acta Virol. 1998, 42, 333-339.

13. Timoney P. J.: OIE Manual of diagnostic tests and vaccines for terrestrial animals:
Equine arteritis virus. 2004, rozdz. 2.5.10, 725-736.

14. Timoney P. J., McCollum W. H., Murphy T. W., Roberts A. W., Willard A. W.,
Carswell J. G.: The carrier state in equine arteritis virus infection in the stallion
with specific emphasis on the venereal mode of transmission. J. Reprod. Fertil.
Suppl. 1987, 35, 95-102.

15. Timoney P. J., McCollum W. H., Roberts A. W., Murphy T. W.: Demonstration of
the carrier state in natural acquired equine arteritis virus infection in the stallion.
Res. Vet. Sci. 1986, 41, 279-280.

Adres autora: lek. wet. Magdalena Larska, Al. Partyzantów 57, 24-100
Pu³awy; e-mail: m.larska@piwet.pulawy.pl


