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Dynamika replikacji wirusa BLV i PI; w hodowli
komorek FLR

Pracownia Patologii Komoérkowej i Zaklad Bicchemii Instytutu Weterynarii,
Al. Partyzantow 57, 24-100 Pulawy

Summary

Dynamics of BLV and PI, virus replication in FLK
cells

The influence of non-cytopathic and cytopathic
strains of M-PI, parainfluenza virus on bovine
leukaemia virus (BLV) replication was assessed. It
was found that enzymatic activity of BLV reverta-
se from FLK cells was 21471 cpm, 23 127 cpm,
12 406 cpm and 2506 cpm after 24, 48, 72 and 96
hours, respectively. In FLK cells infected additio-
nally with the eytopathic strain M-PI, the number
of cpm was lower than in that of contral cells (FLK
uninfected with M-P1,) and was 16 367, 17 329, 28 987
and 4637 after 24, 48, 72 and 96 hours, respectively.
The highest activity of BLV revertase from FLK
cells infected also with the non-cytopathic strain of
M-PI, was obtained after 24 and 48 k; the findings
were: 26 431 cpm and 28 319 cpm, respectively. This
activity after 72 h was 18 952 cpm and after 96 h
3421 cpm. The yield of BLV from FLEK cells infec-
ted additionally with the nen-cytopathic strain
M-PI, was higher by 37,9 per cent after 24 h p..
and by 38,8 per cent after 48 h p.. than in that
received from FLX contrsl cels. The results have
indicated the synergetic activity of BLV and non-
-cytopathic M-PI, viruses cultivated in FLK cells.

Wirusowy charakter enzootycznej bialaczki bydta
zostal udowodniony po raz pierwszy w 1969 r. przez
Miller i wsp. (21). Badania Van Der Maatena i wsp.
(29) pozwolily na zaadaptowanie wirusa biataczki
bydta — BLV (Bovine Leukemia Virus) do warun-
kow hodowli kemérek. Namnazanie wirusa BLV
w hodowli komoérek nerki jagniecia stworzyto nowe
mozliwosci w diagnostyce wirusologicznej, serolo-
gicznej i profilaktyce enzootycznej bialaczki bydla.
Powszechne stosowanie cdezyndw serologicznych —
immunodyfuzja, ELISA (12, 13, 14, 16, 17, 21) wy-
maga uzycia antygenu przygotowanego z hodowli
komoérek wolnej od innych, dodatkowych zakazen.

Mieszane zakazenia wirusowe badalo wielu autoréow
(m. in. 3, 7, 9, 10, 19, 20, 24—28, 30, 31). Wykazano,
ze wirusy moga wnika¢ do komorek rownoczesnie
lub tez jeden z nich dostaje si¢ tam pozniej, a wiec
juz uprzednio zakazonej (1, 25, 30, 31).

7 uwagi na stacjonarne wystepowanie zakazen
poglowia bydla w Polsce wirusem parainfluenzy
(2, 5, 15) oraz latwosé jego wykrywania (8, 11, 23),
do badan nad dynamika replikacji wirusa BLV w
hodewli komoérek FLK uzyto wirusa Pl

Celem pracy bylo ckreslenie aktywnosci enzyma-
tycznej odwrotnej transkryptazy wirusa enzootycz-
nej biataczki bydla namnozonego w stacjonarnej
hodowli komérek nerki jagniecia, zakazonej dodat-
kowo wirusem parainfluenzy bydia — PI;.

Material i metody

Komorki FLK (Festal Lamb Kidney). Komérki nerki plo-
du jagniecia zakazone permanentnie wirusem BLV. Na-
mnazano je w warunkach hodowli rotacyjnej stosujac plyn
RPMI 1640 z dodatkiem 6% inaktywowanej surowicy cie-
lecej, wolnej od przeciweial dla wirusa BLV. Badania prze-
prowadzono stosujac wyjsciows zawlesing o koneentracji
34 % 105 komorek na 1 ml. Probki do okreslania ilosci wi-
rusa BLV w supernatancie zad komodrek FLK nie zakazo-
nveh i zakazonyeh dodatkowo wirusem Pl pobierano po
24, 48, 72 i 96 godzinach.

Komorki MDBK (Madine Darby Bovine Kidney). Komo-
rek tych uzywano jako podloza do okreélania koncentracji
wirusa Pl. namnozonego w hodowli komorek FLK. Podlo-
ze utrzymujace stanowil plyn Eagle'a z dodatkiem 0,5%a
normalnej surowicy cielecej.

Wirus parainfluenzy bydta — PI,. Material wyjsciowy
stanowil wirus M/PI;. Jako szczepu cytopatycznego uzyto

wirusa M/PI, namnozonego w hodowli komorek MDBE,
zaé jako szezepu niecytopatyeznego — VI pasazu w
M/PI; namnozonego w hodowli komorek FLK,
TCID,, szczepu cytopatycznego okreslano efekiem cytopa-

tyeznym na MDBEK, zas szezepu niecytopatycznego — me-
tody hemadsorpeji, stosujac 0,75%0 krwinki gesi. Dawka za-
kazng dla komorek FLK byly 2 ml zawiesiny wirusa M/PI,
o koncentracji 10533 TCIDy,.

Aktywnoéé odwrotnej transkryplazy (rewertazy) wirusa
BLV. Obecnoéé wirusa BLV w hodowli komérek FLK kon-
trolowano stosujac metode podang przez Reicherta 1 wsp.
(22). Miara iloéei wirusa BLV w badanym maleriale byla
aktywnoéé enzymatycezna odwrotnej transkryplazy wyra-
zona iloscig inkeorporowanego *H monofosforanu tymidyny
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do polimeru tworzonego na matrycy kwasu poliadenylo-
wego przy udziale primera oligo dT. Wyniki oznaczen po-
dawano zawsz2 po zakonczeniu reakcji enzymatycznej 1 po
odjeciu wartosci proby $lepej. Aktywnos$¢ rewertazy wy-
razano liczba impulséw/min. mierzonych w liczniku scyn-
tylacyjnym.

Wyniki i omowienie

Uzyskane rezultaty przedstawiono w tab. 1. Jak
stwierdzono liczba impulséw aktywnosci enzyma-
tycznej rewertazy wirusa BLV w hodowli komorek
FLK nie zakazonej wirusem M/PI, wykazata ich
wzrost w czasie pierwszych dwu dni namnazania:
po 24 godz. — 21417, po 48 — 23127. Po 72 godz.
liczba impulséw/min. wynosila -— 12406, a po
96 godz. po pasazu komoérek FLK gwaltownie
spadta do 2506 /min. Aktywnos$¢ rewertazy wirusa
BLV namnozonego w obecnosci szczepu cytopatycz-
nego M/PI; byla nizsza w poréwnaniu z jej aktyw-
noscig dla hodowli komoérek FLK wolnej od dodat-
kowego zakazenia i wynosita odpowiednio: 16 367,
17 329, 20987 1 4637 impulsow/min., Wyniki badan,
wlasnych pokrywajg sie w zasadzie z rezultatami
Reicherta i wsp. (22), jednakze najwyzszg aktyw-
noé¢ rewertazy stwierdzono w 72 godz. po pasazu,
zaé w badaniach wymienionych autorow obserwo-
wane ja 4 i 5 dnia namnazania komoérek FLK.
Przyczyna powstalych réznic wydaje sie bye ilosé
komoérek FLK uzytych do pasazu hodowli. Badania
aktywnoscl rewertazy wirusa BLV w komérkach
FLK zakazonych dodatkowo szczepem niecytopa-
tycznym wirusa M/PI, wykazaly, ze liczba impul-
séw/min. po 24 godz. wynosita 26451, po 48 —
28 319, po 72 —18 932 i po 96 — 3421. Wykazaly one
rowniez, ze plon wirusa BLV z komorek FLK za-
kazonych dodatkowo niecytopatycznym szczepem
M/PI; byl wyzszy o 37,8%0 po 24 godz. namnazania
i 0 38,8%¢ po 48 godz., od plonu wirusa BLV zebra-
negce z kemérek FLK nie zakazonych. Podobnych
zaleznosci nie notowano po 72 i 96 godz. od zaka-
zenia. Kontrola wirusa M/PI, w czasie okreslania
aktywnosci rewertazy dla BLV nie wykazala obec-
nosci szczepu cytopatycznego w 24 godz. po zaka-
zeniu. Efekt cytopatyczny notowano dopiero po
48 godz. Miano TCID;, po 48 godz. wynositlo 10%%
zas po 72 godz. -— 10%% i po 96 godz. — 10%%/0,2 ml.
Analogiczne badania szczepu M/PI; niecytopatycz-
nego przy uzyciu testu hemadsorpcji wykazaly, ze
miano TCIDy, po 24 godz. wynosito — 10*°, a po 48,
72 1 96 godz. odpowiednio: 10%*, 10%° 1 10%°/0,2 ml.

Wspomagajacy wplyw dodatkowego zakazenia
wirusowego w hodowli komorek wykazal Sokolow
i wsp. (25). Autorzy ci stwierdzili, ze wirus herpes
simplex (HSV) lepiej namnaza sie w fibroblastach
zarcdka kurzego po dodatkowym ich zakazeniu wi-
rusem grypy. Chany i wsp. (4) nie notowali takiej
zaleznosci. Wykazali oni, ze w przypadku miesza-
nego zakazenia hodowli fibroblastéw zarodka ku-
rzego herpeswirusem indykéw i wirusem choroby
Gumboro ofrzymano taki sam zbiér obu wirusow,
jak w przypadku oddzielnego zakazenia komoérek
obu wirusami. Podobne wyniki niezaleznego namna-
zania sie szczepu Montana wirusa choroby Newca-
stle i wirusa zakaznego laryngotracheitu (LTV) wy-
kazal Sharma i wsp. (27). Badania Wesslena i wsp.
(31) wykazaly typowy przyklad interferencji wiru-
sowe] po zakazeniu hodowli komoérek nerki malpy
wirusem influenzy typu A szczep Singapur i wiru-

Tab. 1. Wyniki aktywnosci enzymatycznej rewertazy wirusa
BLV w warunkach dodatkowego zakazenia komoérek FLK
wirusem parainfluenzy bydla — szczzp M/PI;

k%rl;i?gk :’\kt_vwncé_& rewertazy
FLY/ - w czasiz (godz.)
Test /BLV Wirus ——
uzyta do | 24 48 72 96
pasazu |
FLK + M/
QQ TS /PI, 16367* 17329 20887 4637
i = (cytopat.)
SH = FLK + M/
g | P 1Pl 26451 | 28219 | 18952| 3421
é o < (niecyto- o
= o pat.)
| FLK 21471 23127 12406 | 2506
' FLK + M/ '
B /Pl 0,0 3,66%* 6,66 7.5
E (cytopat.)
0 FLK + M/
3 e 15 4,33 65 | 65
(niecyto-
pat.)
Obja¢nienia: * liczba impulséw/min., ** wykiadnik potegi Iogm.

sem poliomyelitis. Najwyzszy plon wirusa polio
uzyskiwano w przypadku, gdy czas pomiedzy za-
kazeniem wirusem influenzy a cytopatycznym
szezepem polio nie przekraczal 24 godzin. Komorki
zakazone wirusem influenzy w 24 lub 48 godz.
przed dodatkowym zakazeniem wirusem poliomyeli-
tis, chronione byly przed cytopatycznym dzialaniem
wirusa polio. Rownoczesne zakazenie wymienionych
komoérek cbu wirusami powodowalo zupelng ich
degeneracje wirusem polio w ciggu 48 godzin. Van
Der Ncorda i wsp. (30) z kolei stwierdzili wzrost
oporneéel embrionalnych komoérek chomika tran-
sformewanych wirusem SV, na dodatkowe zaka-
zenie wirusem herpes simplex. Wzrost rezystencji
komorek nie byl tu zwigzany ani z wlaSciwoSciami
adscrpeyjnymi wirusa HSV, ani ze wzrostem ilosci
interferonu. Autorzy sugeruja, ze wirus SV, obec-
ny w genomie transformowanych komérek chomika
blokuje synteze wirusa HSV. Znacznie zréznico-
wane s3 nastepstwa mieszanych zakazen wiruso-
wych u zwierzat. Wykazano, ze myszy zakazone
wirusem krowianki i wirusem HSV latwiej ulegajg
zakazeniu wirusem bialaczki (20). ZakazZenie myszy
wirusem choroby Newcastle rdownocze$nie z Kko-
moérkami chloniaka wzmaga ich opornosé na roz-
woj tego nowotworu (6). W przypadku zakazenia
myszy wirusem Coxackie 1 wirusem polio obser-
wowano zaocstrzenie sie procesu chorobowego (18).
Autor tlumaczy ten synergizm uszkadzajacym dzia-
taniem jednego wirusa na hariere krwiomodzgows,
co ulatwia drugiemu wirusowi dotarcie do o$rod-
kowego ukladu nerwowego. Wzajemne oddzialywa-
nie wirusa enzootycznej bialaczki bydla i wirusa
parainfluenzy obserwowali Rutka i Grundboeck (24).
Wykazali oni, ze odpowiedz immunologiczna cielgt
6—38-miesiecznych dla wirusa BLV (test ELISA)
byla dwukrotnie silniejsza w przypadku zakazenia
mieszanego niz po zakazeniu tylko wirusem BLV.
Badania Mammerickxa i wsp. (17) nie wykazaty
immunosupresyjnego efekiu zakazenia wirusem
BLV po dodatkowym zakazeniu bydia wirusem
BVD, IBR, czy Adeno 31 1.

Przedstawione badania wlasne wykazaly, ze jak-
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kolwiek w przypadku zakazenia hodowli komérek
FLK cytopatycznym szczepem M/Ply uzyskano niz-
sze wartosci aktywnosel enzymatycznej rewertazy,
ktore mozna wiazaé z degeneracjg znacznej liczby
komérek FLK na skutek zakazenia wirusem para-
influenzy, to w przypadku szczepu M/PI, niecyto-
patycznego, taka mozliwosé nalezy wykluczye. Wy-
niki aktywnesci rewertazy wirusa BLV po dodat-
kowym zakazeniu komoérek FLK szczepem niecyto-
patycznym 53 znacznie wyisze w perownaniu z wy-
nikami dla szezepu cytopatycznego i wskazuja na
synergistyczne wspoldzialanie obu wirusow. Wy-
jasnienie tego zjawiska jest trudne na checnym
etapie i ostatecznej odpowiedzi nalezy szuka¢ sto-
sujac techniki badan biclogii molekularnej. Mozna
przypuszezaé, ze istotng role w replikacji czastek
wirusa BLV moegg odgrywac pewne frakcje gliko-
proteidewe wirusa parainfluenzy. Badania takie
beda przedmictem dalszych analiz i pozwolg wy-
jasni¢ wplyw zakazenia wirusem Pl, na dynamike
namnazania sie wirusa enzootycznej biataczki bydia
zarowno w hodowli komorek FLK, jak i w orga-
nizmie zwierzat.
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Poziom Ca, Cu, Mg, Zn i P nieorganicznego
w surowicy krwi krow a $rodowiskowe skazenie kadmem
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Summary

The level of Ca, Cu, Mg, Zn and inorganic P in
blood sera of cows in an environment polluted with

Cadmium

The concentration of Ca, Cu, Mg, Zn and inorganic P in
sera of cows in a natural environment polluted with Cd
(Warsaw region) Wwas examined. Samples of bloed were
collectad 6 times from 66 dairy cows from the Warsaw re-
in the years 1986—1989. The content of Cd, Ca, Mg,

gion
Cu and Zn and inerganic P was determined by the ASS
method acesrding to Baginski and coworkers (3) oen the

hasic of the Cd content the results were divided into three
groups: 1 below 0,27 umel Cdfl, 2 grom 0,27 to 0,53 umol
Cd/l, 8 more than 0,53 = mol Cd/l, and the resulls were
analyzed in relation to the Cd eontent. Cadmium did not
affect the content of the examined elements in bleod. The
concentration of Ca, inerganic P and Mg was at normal
levels whereas the content of Zn was high and of Cu low.

Toksyczne dzialanie kadmu polega na wigzaniu
wolnych grup sulfhydrylowych, a przez to hamowa-
niu aktywnosci enzymoéw lub zmianie konformacji
biatek (5, 9). Jony Cd wspolzawodnicza ponadto z
jonami Ca o bialka wiazgce wapn W procesach
wehlaniania w enterocytach (7, 8). Przy duzej po-
dazy kadmu w tresci jelit bialko to lgczy sig z tym
pierwiastkiem zwiekszajac jego wchlanianie 1 przez

to stezenie kadmu w surowicy krwi rosnie. Obnize-
nie zawartosci wapnia w paszy powoduje wzrost kon-
ceniracji Cd w watrobie i nerkach o 50 do 30090 (4).
W przypadku niedoboru wapnia w diecie, kadm mo-
e nasila¢ zmiany osteoporotyezne i indukowac wtor-
ng nadezynnos¢ przytarczyc (8). Kadm dziala anta-
gonistycznie na wechlanianie miedzi, wspotzawodni-
czac z tym pierwiastkiem o miejsce wigzania w me-
talotioneinie jelitowej i watrobowej, a mniejsza
trwaloéé polgczen miedzi z metalotioneing umozli-
wia wypieranie tego metalu z kompleksu przez kadm
(7, 10, 14). Niedobor cynku w diecie zwieksza kon-
centracje kadmu w watrobie (6). Enzymy, ktore za-
wieraja cynk, moga z latwoseia zastepowac ten me-
tal kadmem, co wplywa na ich czesciowa lub catko-
wita inhibicje (2). Uwzgledniajgc antagonistyczne
dzialanie Cd wobee Ca i innych pierwiastkow pod-
jeto badania w celu poznania wplywu kadmu, wy-
stepujacego w naturalnych warunkach okelic War-
szawy na zawartos¢ Ca, P- nieorganicznego, Mg, Cu
i Zn w surowicy krwi krow.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 66 krowach mlecznych rasy
neh pechodigeyeh z ferm bydla Lomna i Parznisw oraz
z 3 gospodarstw rodzinnych w gminie Czosnow 1 3 gaspo-
darstw w gminie Leszno. Wybrane obory polozone byly
10—20 km od polnocnej granicy Warszawy i w takiaj sa-



