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Zastosowanie testu immunoperoksydazowego
poSredniego do potwierdzania tozsamosci izolatow EAV
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Application of the indirect immunoperoxidase test to confirm the specificity EAV isolates

Summary

The purpose of the study was the elaboration and introduction of an effective method to confirm the
identity of EAV isolates obtained in cell culture from the serum of persistently infected stallions. In view of the
low cost, simplicity of preparation, and its high specificity, an indirect immunoperoxidase test based on rabbit
polyclonal sera was introduced. After immunization of the rabbits with the EAV reference strain Bucyrus,
purified by ultracentrifugation, a specific polyclonal serum in the titer of SN antibodies from 1:32 to 1:128
was obtained. Peroxidase-conjugated goat IgG antibodies against horse immunoglobulins were used as
a secondary antibody and DAB as a substrate. After the optimalization of the test conditions, its sensitivity
and specificity was defined. The sensitivity estimated in reference to the Bucyrus strain was equal to 1 TCID, .
The specificity was defined at 100%. After the preliminary validation, the indirect immunoperoxidase test
based on the obtained polyclonal sera was affirmed as a method to identify EAV isolates. All 68 EAV field
isolates reacted positively in the immunoperoxidase test.
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Wirusowe zapalenie tetnic koni jest jedna z najwaz-
niejszych chorob zakaznych koniowatych. Czynnikiem
etiologicznym choroby jest wirus EAV (equine arteritis
virus) nalezacy do rodziny Arteriviridae. Choroba po-
woduje powazne straty ekonomiczne w hodowli koni
na catym $wiecie. Zakazenie EAV w 40-50% przypad-
kéw moze prowadzi¢ do poronien, resorpcji zarodkow
1jatowienia u klaczy (5-7). Najwazniejsza konsekwen-
cja zakazen EAV u koni jest wystgpowanie zakazen
trwatych i siewstwo wirusa z nasieniem ogieréw. Po
przechorowaniu okoto 30-60% ogierow zostaje trwale
zakazonych EAV (14, 15). Ogiery te sa rezerwuarem
wirusa w populacji koni. EAV utrzymuje si¢ w dodat-
kowych gruczotach ptciowych ogiera, a proces siew-
stwa zalezy prawdopodobnie od poziomu testosteronu
(9). Ogiery moga wydala¢ wirusa z nasieniem nieprzer-
wanie przez kilka tygodni do kilku miesigcy, a nawet
do konca zycia (15). Nie istnieja skuteczne metody le-
czenia trwale zakazonych ogierow, a wysoki poziom
przeciwcial u zwierzat nie chroni ich przed reinfekcja
1 siewstwem wirusa. Krycie petnowrazliwych klaczy
ogierem siewca wirusa powoduje u nich serokonwersje
w 85-100% przypadkow. Ze wzgledu na malq skutecz-
no$¢ szczepien przeciw EVA 1 ograniczenia w ich sto-
sowaniu, najlepszym i1 najtanszym rozwigzaniem prob-
lemu strat powodowanych zakazeniami EAV w popu-
lacji koni jest badanie 1 eliminacja z hodowli ogierow
trwale zakazonych EAV (11).

Podjete badania miaty na celu udoskonalenie metod
diagnostycznych stuzacych do identyfikacji ogierow
siewcow EAV z nasieniem. Do wykluczenia siewstwa
wirusa z nasieniem stosowana jest metoda izolacji EAV
w hodowli komoérkowej (test zalecany przez OIE) jed-
nak efekt cytopatyczny, ktory wywotuje wirus nie jest
specyﬁczny (13). Dlatego tez wynik testu izolacji po-
winien by¢ potwierdzony przy pomocy dodatkowe;j
metody. Do potwierdzania tozsamosci izolatow EAV
zastosowano test immunoperoksydazowy posredni
(IPT). Ze wzgledu na niski koszt, fatwos¢ w przygoto-
waniu i wysoka specyficzno$¢, do testu uzyto surowicy
poliklonalnej krolicze;.

Material i metody

Materiat do badan wirusologicznych stanowito 68 pro-
bek nasienia ogierow, ktore reagowaly dodatnio w tescie
izolacji EAV w hodowli komorek RK 13.

Szczepy wirusowe i hodowla komérkowa. Do opraco-
wania testu immunoperoksydazowego posredniego uzyto
referencyjnego szczepu Bucyrus (ATCC VR-796) wirusa
zapalenia tetnic koni oraz hodowli komdrek nerki krolika
RK 13 (ATCC CCL-37), ktéra namnazano w ptynie wzros-
towym MEM Eagle’a z dodatkiem 10% ptodowej surowi-
cy bydlgcej w temp. 37°C 1 w atmosferze 5% CO.,.

Namnazanie i oczyszczanie wirusa. Szczep referencyj-
ny wirusa Bucyrus namnazano w hodowli komorkowej RK
13 w butelkach o powierzchni 175 cm? (NUNC). Zakazong
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hodowlg inkubowano do momentu powstania widocznego
efektu cytopatycznego, mrozono w temperaturze —70°C,
a nastepnie okreslano miano wirusa w TCID_ . Zawiesing
wirusa wirowano wstepnie przy 15 000 x g przez 30 min.
w celu osadzenia elementow komorkowych. Supernatant
przenoszono do czystych gilz, podwarstwiano 40% roztwo-
rem sacharozy i ultrawirowano przy 160 000 x g przez
2 godz. Peletki z wirusa zawieszano w buforze TE (10 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5) i mrozono w —70°C.

Ocena stopnia oczyszczenia antygenu poprzez elek-
troforez¢ bialek wirusowych w zelu poliakrylamido-
wym. Materiatlem do badan byt wirus Bucyrus nieoczysz-
czony, oczyszczony przez ultrawirowanie, ultrawirowanie
i filtrowanie przez filtr o porach o $rednicy 0,2 pm oraz
supernatant zebrany po ultrawirowaniu. Jako kontroli ujem-
nej uzyto zawiesiny niezakazonych komorek RK 13, ktore
rowniez poddawano ultrawirowaniu i filtrowaniu. Probki
poddawano denaturacji w temp. 96°C przez 5 min. w bufo-
rze probkowym (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 10%
glicerol, 130 mM ditiotreitol-DTT). Rozdziat elektrofore-
tyczny przeprowadzono w 12% zelu poliakrylamidowym
(Invitrogen) w obecnosci SDS w warunkach redukujacych
w aparacie do elektroforezy pionowej (Invitrogen). Elek-
troforeza przebiegata w buforze elektrodowym MOPS z do-
datkiem antyutleniacza (Invitrogen) przy stalym napigciu
200 V i natezeniu okoto 0,8 A przez 40 min. Aby ocenié¢
jakos$¢ rozdziatu biatek, zel poliakrylamidowy barwiono
metoda srebrowa. W pierwszym etapie zele utrwalano
w roztworze 25% etanolu i 10% kwasu octowego przez
30 min. Nastgpnie inkubowano je w roztworze barwiacym
(0,2% azotan srebra, 0,05% formaldehyd) przez 30 min.
i plukano woda redestylowana. Reakcje barwna wywoty-
wano przy uzyciu roztworu zawierajacego 3% weglanu
sodu, 0,001% tiosiarczanu sodu i 0,05% formaldehydu przez
10 min., a nastgpnie hamowano 0,5% roztworem glicyny
i plukano woda. Wykonano dokumentacje fotograficzna,
a obraz analizowano przy uzyciu programu One-Dscan
(Scanalytics).

Immunizacja kroélikow antygenem EAV. Wszystkie za-
biegi na krolikach wykonywano zgodnie z zasadami przy-
jetymi przez Komisje Etyczna do Spraw Doswiadczen na
Zwierzegtach. Do dos§wiadczen uzyto 6 krolikow w wieku
2-3 miesigcy. Zwierzeta oznaczono numerami od 1 do 5.
Jednego krdlika pozostawiono jako kontrolg. Przed poda-
niem antygenu od wszystkich zwierzat pobrano po okoto
2 ml krwi z zyly brzeznej ucha, ktora nastgpnie zbadano na
obecnos¢ przeciwciat dla EAV testem seroneutralizacji.
Pobieranie krwi oraz szczepienia wykonywano wedtug
schematu przedstawionego w tab. 1. Oczyszczony przez
ultrawirowanie szczep Bucyrus filtrowano przez filtr strzy-
kawkowy o wielkosci poréw 0,2 um. Nastepnie za pomoca
spektrofotometru okreslano poziom biatka catkowitego
w zawiesinie i przygotowywano rozcienczenie wirusa tak,
aby odpowiadato koncentracji 0,75 mg biatka/ml zawiesi-

Tab. 1. Plan szczepien i pobierania krwi od krélikow

713

ny. Przygotowany w ten sposob antygen mieszano z adju-
wantem Emulsigen (MVP Laboratories Inc.) w stosunku
1 : 1ipodawano krolikom podskornie w ilosci 1 ml w oko-
licy grzbietu. Zawiesing podawano w kilka miejsc w ilo$ci
0,25 ml w odstepach 4-5 cm. Aby okresli¢ miano przeciw-
ciat dla EAV w surowicy krolikow, pobierano od nich po
2 ml krwi, ktora nastepnie badano testem seroneutralizacji.
Przed skrwawieniem kroliki premedykowano ksylazyna
w dawce 10 mg/kg m.c. (Sedazin, Biowet Putawy) i znie-
czulano ogo6lnie 10% ketaming (Biowet Putawy) w dawce
35 mg/kg m.c., a nast¢pnie unieruchamiano mechanicznie.
Okolicg szyi strzyzono i dezynfekowano 70% etanolem.
Po wypreparowaniu t¢tnicy szyjnej wspodlnej pobierano do
kolbki mozliwie najwigksza ilo$¢ krwi (ok. 70-150 ml).
Zwtoki krolikow utylizowano. Krew do wykrzepienia in-
kubowano w temp. 37°C przez 2 godz., a nastgpnie w temp.
4°C przez kilka godzin i wirowano przy 3000 x g przez
10 min.

Opracowanie testu immunoperoksydazowego posred-
niego. Jako przeciwcial do pierwszej fazy reakcji uzyto su-
rowicy poliklonalnej otrzymanej na krolikach. Koniugat sta-
nowity kozie przeciwciata IgG dla immunoglobulin kroli-
czych znakowane peroksydaza (Jackson). Substratem
w reakcji byt czterochlorowodorek 3,3-dwuaminobenzy-
dyny (DAB, Sigma). Na wyrosnigta 1-2-dniowa jednowar-
stwowa hodowle komoérek RK 13 zatozona na ptytkach
96-dotkowych nanoszono po 100 pl zawiesiny badanego
materiatu i inkubowano w temp. 37°C przez 1 godz. Na-
stepnie plyn znad hodowli zlewano, nanoszono $wiezy ptyn
MEM z dodatkiem antybiotykow i inkubowano w temp.
37°Ciw atmosferze 5% CO,. Po uptywie 48 godz. hodow-
lg utrwalano 80% schlodzonym acetonem przez 10 min.,
a naste¢pnie suszono. Do utrwalonych komorek dodawano
PBS z 1% dodatkiem albuminy bydlgcej (BSA) i 5% pto-
dowej surowicy bydlecej (FBS) jako buforu blokujacego
1 inkubowano w temp. 37°C przez 30 min. Nast¢pnie do
dotkdéw nanoszono krolicza surowice poliklonalng rozcien-
czona 1 : 100 w 1% roztworze BSA w PBS z 10% dodat-
kiem dopeiniacza $winki morskiej. Ptytke inkubowano
1 godz. w temp. 37°C, nastgpnie plukano dwukrotnie PBS
i nanoszono koniugat rozcienczony 1 : 1000 w 1% BSA
w PBS. Inkubowano 30 min. w temp. 37°C i ptukano dwu-
krotnie PBS. Inkubacja z substratem (DAB) trwata 20 min.,
po niej plytki plukano PBS i woda destylowana, a nastgp-
nie suszono. Hodowlg ogladano pod mikroskopem §wietl-
nym, pod powigkszeniem 40 X.

Okreslenie czulo$ci, swoistosci i specyficznosci testu.
Do okreslenia optymalnych warunkéw wykonania testu
immunoperoksydazowego brano pod uwagg rozcienczenie
surowicy poliklonalnej i koniugatu. W tym celu do dotkow
96-dotkowej ptytki z wyro$nigta hodowla komorek RK 13
nanoszono po 100 ul zawiesiny wirusa Bucyrus o mianie
10° TCID,,. Kolejne etapy wykonywano zgodnie z opisana
wezesniej procedura. Surowicg poliklonalna rozcienczano

w PBS z dodatkiem 1% BSA
1 5% FBS w stosunku 1 : 10,

Dzien 0. Dzien 14. Dzien 28. Dzien 42.

1:20,1:50,1:100,1 :500,

Dzien 56. Dzien 84.

| pobranie krwi | Il pobranie krwi | Il pobranie krwi | IV pobranie krwi

| szczepienie Il szczepienie Il szczepienie -

V pobranie krwi

1 : 1000 1 nanoszono po 50 pl
na dotek, przeznaczajac na kaz-
de rozcienczenie cata kolumng
dotkow plytki. Nastepnie przy-

VI pobranie krwi

skrwawienie

IV szczepienie . .
p i eutanazja




M4

gotowano rozcienczenia koniugatu w PBS z dodatkiem
1% BSA i 5% FBS (1 : 100, 1 : 500, 1 : 1000, 1 : 5000,
1 : 10 000), ktore nanoszono w rz¢dach ptytki. Wybierano
rozcienczenia surowicy i koniugatu, ktore dawaty wyraz-
nie widoczna reakcje¢ barwng. Do oceny testu immuno-
peroksydazowego posredniego zastosowano nastgpujace
kryteria: czuto$¢, swoistos¢ i specyficznosé. Za czutosé testu
immunoperoksydazowego przyjmowano najmniejsza ilo§¢
wirusa, ktéra wykrywano przy uzyciu otrzymanej surowi-
cy poliklonalnej. Do okreslenia czuto$ci wykorzystano roz-
cienczenia zmianowanego szczepu referencyjnego Bucy-
rus wykonane w postepie 10-krotnym. Tak rozcienczona
zawiesing wirusa Bucyrus nanoszono do dotkéw z hodow-
la RK 13 i wykonywano wcze$niej opisany test immuno-
peroksydazowy posredni. Swoisto$¢ testu okreslano jako
liczbe wynikow ujemnych do catkowitej liczby probek
ujemnych poddanych badaniu. Do oceny swoistosci IPT
uzyto 20 probek nasienia po II pasazu w RK 13, ktore re-
agowaly negatywnie w tescie izolacji i RT-PCR. Do okres$-
lenia specyficznosci testu uzyto nastgpujacych szczepow:
szczep EAV T1329 (dr Dubuc, ADRI, Nepean, Kanada),
szczep EAV Wroclaw-2 i 5499/94 (prof. W. Golnik, AR,
Wroctaw, Polska), szczep szczepionkowy EAV MLV Arvac
(Fort Dodge, USA), 10 izolatow terenowych EAV (kolek-
cja Zaktadu Wirusologii, PIWet-PIB), 2 szczepy PRRSV:
europejski (Lelystad) i amerykanski (Hesse, doc. T. Sta-
dejek, PIWet-PIB, Putawy) oraz inne szczepy, tj. 438/77
(EHV-1, ATCC VR-2229), 405/76 (EHV-4, ATCC
VR-2230), Praga/56 (EIV typ Al) oraz Kentucky/8 (EIV
typ A2) (kolekcja Zaktadu Wirusologii, PIWet-PIB).
Wyniki i omowienie

W celu potwierdzenia tozsamosci izolatow EAV opra-
cowano test immunoperoksydazowy posredni. Celem
pierwszej fazy badan byto uzyskanie oczyszczonego
wirusa zapalenia t¢tnic koni, ktorym nastgpnie immu-
nizowano kroliki. Stopien oczyszczenia antygenu wi-
rusowego oceniano po rozdziale biatek wirusowych
w 12% zelu poliakrylamidowym i po barwieniu zelu
metoda srebrowa (ryc. 1). Analizujac rozdziaty elek-
troforetyczne stwierdzono wyrazne roznice w $ciezkach
z produktami kolejnych etapéw oczyszczania wirusa
Bucyrus. W $ciezkach, na ktére naniesiono nieoczysz-
czony wirus (ryc. 1, $ciezka 1), niezakazona hodowle
RK 13 (ryc. 1, Sciezka 4) obserwowano szereg praz-
koéw biatkowych o masie od okoto 50 do 110 kDa, od-
powiadajacych biatkom komérkowym. W $ciezkach, na
ktére naniesiono wirusa po ultrawirowaniu (ryc. 1, $ciez-
ka 2) oraz po ultrawirowaniu i filtrowaniu (ryc. 1, $ciez-
ka 3) widoczne byly znacznie stabsze prazki w tym za-
kresie. Pozostatosci biatek komorkowych widoczne byty
réwniez w §ciezce z supernatantem zebranym po ultra-
wirowaniu (ryc. 1, §ciezka 5). Zaobserwowano takze,
ze prazki biatkowe o masie czasteczkowej odpowiada-
jacej w przyblizeniu biatkom strukturalnym wirusa byty
wyraznie intensywniejsze w §ciezkach po oczyszcze-
niu wirusa niz przed oczyszczeniem. Byly to prazki biat-
kowe o masie 32 i 14 kDa odpowiadajace glikoprotei-
nie GP5 1 biatku nukleokapsydu N. W przypadku wiru-
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sa oczyszczonego wstepnie 1 filtrowanego obserwowa-
no rowniez prazek o masie 16 kDa odpowiadajacy praw-
dopodobnie biatku membranowemu M. Prazkow o ma-
sie 14, 161 32 kDa nie stwierdzono w $ciezkach z nie-
zakazona hodowla RK 13 i z supernatantem po ultra-
wirowaniu.

Oczyszczonym w ten sposob szczepem referencyj-
nym Bucyrus immunizowano kroliki. Poziom przeciw-
ciat anty EAV w surowicy krolikow badano w odste-
pach dwutygodniowych. Wyniki monitorowania mia-
na przeciwcial przeciw EAV przedstawiono na wykre-
sie (ryc. 2). Poziom przeciwciatl u immunizowanych
krolikow stopniowo rost, osiagajac miano 1 : 32 (kroli-
kil,215),1:64 (krolik4)il: 128 (krélik 3) w dniu
skrwawienia zwierzat. Probki surowicy od krolika kon-
trolnego reagowaly negatywnie w tescie seroneutrali-
zacji. Po 84 dniach od pierwszej immunizacji zwierze-
ta skrwawiono, a otrzymanej surowicy poliklonalnej
uzyto do opracowania testu immunoperoksydazowego
posredniego.

Pierwszy etap badan polegal na optymalizacji wa-
runkow przeprowadzenia testu i doborze odpowiednich
rozcienczen surowicy pohklonalnej ikoniugatu. Stwier-
dzono, iz optymalne rozcienczenie surowicy kroliczej

AU o

25— M
15 N

10 — —._;‘—‘

Ryc. 1. Rozdzial elektroforetyczny bialek wirusowych w SDS-
-PAGE po barwieniu metodg srebrow3. Sciezki: M — marker
PageRuler 10-170 kDa (Fermentas); 1 — szczep referencyjny
Bucyrus nieoczyszczony; 2 — Bucyrus po ultrawirowaniu; 3 —
Bucyrus po ultrawirowaniu i filtrowaniu; 4 — niezakazona
hodowla RK 13; 5§ — supernatant po ultrawirowaniu
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Ryec. 2. Miano przeciwcial anty EAV w surowicy krélikow
w trakcie immunizacji
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Ryec. 3. Obraz mikroskopowy (powig¢kszenie 40 x) testu immunoperoksydazowe-
go posredniego. A — obraz uzyskany w teScie z uzyciem surowicy kréliczej poli-
klonalnej w rozcienczeniu 1 : 100 i koniugatu w rozcienczeniu 1 : 1000. B — obraz
testu immunoperoksydazowego z surowicg poliklonalng w rozcienczeniu 1 : 500

i koniugatem w rozcienczeniu 1 : 500
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Ryc. 4. Czulo$é testu immunoperoksydazowego poSredniego
(IPT). A — obraz IPT, fragment 96-dotkowej plytki, Bi C —
obraz mikroskopowy (powigkszenie 200 x) IPT dla komoérek
zakazonych wirusem Bucyrus w dawce 1000 i 1 TCID,,

wynosito odpowiednio: 1 : 50 — 1 : 100, a koniugatu
1:1000 -1 : 5000. Obraz mikroskopowy testu immu-
noperoksydazowego posredniego uzyskany z uzyciem
szczepu referencyjnego Bucyrus i otrzymanej surowi-
cy poliklonalnej przedstawia ryc. 3.

Czutos¢ testu immunoperoksydazowego posrednie-
go oznaczona dla szczepu referencyjnego Bucyrus EAV
wynosita 1 TCID, /100 pl (ryc. 4).

Do okreslenia swoisto$ci testu IPT uzyto 20 probek
nasienia po II pasazu w hodowli RK 13, ktore reago-
waly negatywnie zarowno w tescie izolacji, jak 1 RT-
-PCR. Wszystkie 20 probek daty wynik ujemny row-
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niez w tescie immunoperoksydazo-
wym, co $wiadczyto o 100% swoistos-
ci testu.

Specyticzno$¢ testu immunoperok-
sydazowego oceniano na podstawie
reakcji z 14 szczepami EAV, 2 szcze-
pami wirusa nalezacego do arteriwi-
rusow wywotujacego PRRS u $win

B oraz 6 szczepami innych wirusow, kto-
re czesto wywotuja u koni podobne
objawy kliniczne jak zakazenie wiru-
sem zapalenia te¢tnic koni. Wyniki tes-
tu IPT dla wybranych wiruséw przed-
stawiaryc. 5. Wszystkie szczepy EAYV,
zaréwno te nalezace filogenetycznie
do podgrupy szczepdw europejskich (Wroctaw-2, 5499/
94), jak 1 amerykanskich (T-1329, MLV Arvac) oraz
wirusy wyizolowane w Polsce na przestrzeni kilku lat,
w opracowanym tescie immunoperoksydazowym po-
srednim daty wynik dodatni. Inne wirusy konskie nie
nalezace do Arteriviridae, jak i szczepy wirusa PRRS
blisko spokrewnionego z EAV reagowaly ujemnie
w IPT. Oznaczalo to 100% specyficznos¢ testu.

Po optymalizacji warunkéw testu i ustaleniu jego
czutosci, swoistosci 1 specyficznosci przebadano 68
probek nasienia ogierow, ktore reagowaly dodatnio
w tescie izolacji EAV. Tozsamos¢ wyizolowanych wi-
ruséw potwierdzono testem immunoperoksydazowym
posrednim we wszystkich 68 przypadkach.

Izolacja wirusa w hodowli komdrkowej uznawana
jest za ztoty standard w identyfikacji ogierow siewcow
EAV z nasieniem i niemozliwe jest catkowite jej zasta-
pienie metodami szybszymi, tj. PCR czy ELISA. Jed-
noczesnie wynik dodatni tego testu wymaga potwier-
dzenia. W tym celu do identyfikacji izolatow EAV wpro-
wadzono test immunoperoksydazowy. Opracowany
z zastosowaniem przeciwciat poliklonalnych test cha-
rakteryzowal si¢ wysoka czutoscia, specyficzno$cia
1 swoisto$cia. Niektorzy autorzy do identyfikacji izola-
tow EAV uzywali przeciwcial monoklonalnych (1, 4,
8). Mimo ze istnieje tylko jeden serotyp EAYV, izolaty
terenowe roznia si¢ wirulencja, patogennoscia, wlasci-
wosciami biologicznymi i antygenowymi (3, 10). Dla-
tego tez jedynie wysoce konserwatywne biatka EAV, t;.
biatko nukleokapsydu GP7, powinny by¢ uzyte do opra-
cowania przeciwcial monoklonalnych do badan wiru-
sologicznych probek terenowych (12). Duza zmienno$¢
genomu wirusa i zwigzane z nig zmiany w antygeno-
wosci biatek, szczegodlnie we fragmencie ektodomeny

4

=

Ryec. 5. Specyficznos$¢ testu immunoperoksydazowego posredniego. Dolki: 1 — T1329; 2 — Wroclaw-2; 3 — 5499/94; 4 — MLV
Arvac; 5 — szczep europejski PRRSV; 6 — szczep amerykanski PRRSV; 7 — EHV-1; 8 - EHV-4; 9 — EIV-Al; 10 — EIV-A2;

K — nie zakazona hodowla komorkowa RK 13



716

odpowiedzialnej za wlasciwos$ci neutralizujace wplywaja
na reakcje z przeciwciatami monoklonalnymi (2). Ba-
dania oceniajace przydatnos$¢ przeciwciat poliklonal-
nych 1 monoklonalnych do wykrywania EAV wykazaly
wyzsza specyficzno$¢ tych pierwszych. Zatem ze wzgle-
du na niski koszt, tatwos$¢ w przygotowaniu i wysoka
specyficzno$¢ do potwierdzania tozsamosci izolatow
EAV wprowadzono test immunoperoksydazowy po-
$redni w oparciu o surowicg poliklonalng krolicza.
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