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Wstepna ocena swoistosci przeciwciat monoklonalnych
do diagnostyki pomoru klasycznego $win )

Zaklad Chordb Swifi Instytutu Weterynarii, Al. Partyzantéw 57, 24-100 Pulawy

Summary

Evaluation of the specificity of monoclanal antibodies
in the diagnosis of classical swine fever

The specificity of a panel containing 36 monoclonal
antibodies (MAbs) for the diagnosis of swine fever (SF)
was evaluated by the immunoperoxidase monolayer assay
(IPMA).

For the test were utilized microplates coated with the
PK-15A cells which were infected with the following Hog
cholera virus (HCV) strains: Alfort-187, TVM-1 and 10
field isolates. MDBK cells propagated on microplates
were infected with Bovine viral diarrhoa virus (BVDYV)
of the NADL-158 strain.

By means of polyclonal antibodies the presence of all
of the HCV and BVDV strains which were bred were
demonstrated. Nine of 36 examined MAbs reacted exc-
lusively with Alfort-187 strain and with all field isolates.
The above-mentioned antibodies did not form immuno-
complexes with TVM-1 and NADL-158 strains. They
were defined as specific antibodies to HCV. One MAD
detected epitopes was present in the Alfort strain and
in all but one field HCV isolates. This antibody did not
detect the TVM-1 strain. Two clones specific for BVDV
used in this study reacted exclusively with the NADL-158
strain. Twenty four supernatants collected from hybri-
doma cell cultures produced distinct reactions on mic-
roplates coated with cells infected with the Alfort strain,
field isolates and the NADIL.-158 strain. The above men-
tioned antibodies were defined as specific for the Pesti-
virus genus.

For the precise selection of MAbs, additional studies
will be carried out, mainly in the range of evalnating
MAbs with BVDV field strains.

Nalezace do rodzaju Pestivirus, rodziny Flaviviridae (7),
wirusy: pomoru klasycznego Swin (HCV), wirusowej bie-
gunki i choroby bton Sluzowych bydia (BVDV) oraz
choroby granicznej owiec (BDV) charakteryzujg si¢ zna-
cznym pokrewiefistwem antygenowym (10), przy wyraznej

*)Praca zostata wykonana w ramach realizacji projektu PL-ARS
156, we wspétpracy z National Animal Disease Center, Ames, lowa,
USA finansowanego przez II Polsko-Amerykariski Wspc’)lny Fundusz
im. M. Sktodowskiej-Curie

heterogenno$ci antygenowej w obrebie poszczegllnych
gatunkéw. Dodatkowo nie ma mozliwosci jednoznacznej
serotypizacji pestiwiruséw (4, 7).

Bioragc pod uwagg mozliwo$¢ naturalnego lub sztucz-
nego (poprzez zainfekowane szczepionki) zakazenia Swifi
BVDV (3, 15, 16) lub BDV (17) oraz przedstawione
uprzednio pokrewiefistwo antygenowe tych wiruséw uwi-
dacznia si¢ problem rozpoznawania zakazefi wymienio-
nymi drobnoustrojami.

Precyzyjne réinicowanie poszczegblnych rodzajéw pe-
stiwirus6w mozliwe jest m.in. poprzez zastosowanie prze-
ciwcial monoklonalnych (MADs), skierowanych przeciw
swoistym dla poszczegllnych gatunkéw wiruséw gliko-
proteinom (20). Zestawy MAbs, specyficzne dla HCV,
opracowano juz w kilku laboratoriach zachodnioeuropej-
skich (1, 4, 6, 14, 19) i coraz cz¢éciej wykorzystuje sig
je rutynowo w diagnostyce roznicowej zakazenh HCV i
BVDV.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki oceny swoistosci
zestawu MADbs otrzymanego w ramach badan wilasnych.

Materiat i metody

Hodowle komoérkowe

Do badan uzyto linii cigglej komérek nerki Swini
PK-15A.

Szczepy wirusowe

Postugiwano si¢ nastgpujacymi szczepami laboratoryj-
nymi Wél}lsa pomoru klasycznego Swifi: Alfort-187 o m Aa
nie 107" TCIDso/50 il oraz TVM-1 o mianie 107
TCID50/50 ul. W badaniach wykorzystano ponadto 10
izolatow terenowych wirusa pomoru, pochodzgcych z
zeym szezepow Zakladu Chordb Swid o mianie 10™

TCIDs50/50 gl (tab. 1). W ocenie swoistosci MAbs

postugiwano si¢ réwniez mikropltytkami oplaszczonymi
komérkami nerki bydta (MDBK), zainfekowanymi szcze-
pem NADL-158 BVDYV, kt6ry otrzymano dzigki uprzej-
mosci prof. Liessa z Instytutu Wirusologii Wyzszej Szkoly
Weterynaryjnej w Hanowerze.

Podtoza i reagenty

Do kultywacji hodowli komorek PK-15A uzywano plynu
Eagle’a z solami Earle’a (E/E), z dodatkiem gentamycyny
0,5 ml/100 m1 hodowli oraz 7% surowicy ptodowej bydlecej
(FCS) wolnej od przeciwciat BVDV.
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Ocene swoisto$ci produkowanych przez komérki hy-
brydoma MADs oparto o rezultaty testu [IPMA (immu-
noperoxidase monolayer assay) (18).

Bufory i reagenty do testu [PMA:

1. Bufor do ptukania oraz rozciericzania koniugatu i
MAbs — PBS z dodatkiem 1% Tweenu 80.

2. Bufor oclanowy do rozpuszczania substratu, pH 5,0.

3. Koniugat — gatunkowo specyficzne anty-mysie biotyny-
lowane immunoglobuliny (Anti-mouse Ig biotynylated spe-
cies-specific whole antibody) oraz kompleks biotynylowanej
peroksydazy chrzanowej skoniugowanej ze streptawidyna
(Streptavidin-biotynylated horseradish peroxidase complex)
(Amersham), w rozcienczeniu 1:200.

4. Substrat — 3 amino-9 ethylcarbazole (Sigma) roz-
puszczony w dimethylformamide i zmieszany z buforem
octanowym.

Postepowanie

Szczepy laboratoryjne oraz izolaty terenowe HCV na-
mnazano w hodowli komérek PK-15A w sposéb zgodny
z ogoblnie przyjetymi zasadami (9),

Komérki hybrydoma produkujace MAbs uzyskiwano w
spos6b przedstawiony w pierwszej czgscei pracy (11).

Ocenie swoistosci poddano zestaw 34 MAbs wybranych
z 83 klondw i zakwalifikowanych w wyniku izotypowania
(5) do klasy IgGl, IgG2a i IgG2b (tab. 2). Dodatkowo
w badaniach uzyto 2 przeciwcial monoklonalnych swois-
tych dla BVDV uzyskanych od profesora B. Liessa z
Instytutu Wirusologii w Hanowerze.

Test IPMA wykonano zgodnie z metodyka podang
przez Wensvoorta (18).

W mikroplytkach o ptaskim dnie (Nunc) zakladano
hodowle komérek PK-15A, o koncentracji 150.000 ko-
mérek/ml w plynie E/E z dodatkiem 10% FCS. Komdrki
zakazano wspomnianymi szczepami HCV, dawka 100
TCID50/50 pl. Kazdym uzytym do badari szczepem wirusa
infekowano hodowle PK-15A w czterech mikroplytkach.
Obecnos$é poszezegdlnych szczepdw pestiwirusowych w
zakazonych hodowlach kontrolowano przy pomocy prze-
ciwciat poliklonalnych dla HCV. Kontrolg testu stanowily
baseniki z nie zakazong hodowla komérkowa. Mikroplyt-
ki inkubowano w temperaturze 37°C, w atmosferze 5%
COz przez 48-72 godz., po czym utrwalano je termicznie
w temperaturze 80°C przez 2 godz. Utrwalone mikro-
plytki przechowywano w zamrazarce -80°C do chwili
uzycia. W dniu wykonywania odczynu IPMA mikroplytki
ogrzewano 20 min. w temperaturze 37°C, ptukano jed-
nokrotnie w roziworze PBS, a nast¢pnie wprowadzano
do poszczegllnych basenikéw mikroplytki po 100 gl te-
stowanych przeciwcial monoklonalnych w rozcieficzeniach
od 1:2 do 1:256, Milqoc{:ﬂylkj inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 1 godz., po czym piukano je 3-krotnie
w buforze do plukania. Nastgpnie komorki barwiono
wlewajac do wszystkich basenikéw po 100 ul biotynylo-
wanych anty-mysich immunoglobulin. Plytki ponownie
inkubowano 1 godz. w temperaturze pokojowej, plukano
3 razy w buforze do plukania, po czym wlewano po 100
41 kompleksu biotynylowanej peroksydazy chrzanowej
skoniugowanej ze streptawidyng 1 poddawano je inkubacji
j-w. Po zakorczeniu inkubacji z koniugatem plytki phu-
kano jak uprzednio i dodawano po 100 ul roztworu
substratu. Po 15 — 20 minutach inkubacji z substratem
zatrzymywano reakcje barwng przez przeplukanie mikro-
plytki wodg destylowans. Rezultaty testu IPMA odczy-
tywano przy uzyciu mikroskopu odwréconego Telaval 3
(Carl Zeiss Jena), przy powigkszeniu 50 x.

Wyniki i omdéwienie
Przy pomocy przeciwciat poliklonalnych wykazano obe-

cnos¢ wszystkich namnazanych szczepow HCV i BVDV
w uzytych do badafi mikroplytkach. Wskazuje to jedno-

Tab. 1. Pochodzenie szczepéw i izolatéw HCV i BVDV

Wirus Pochodzenie
Szczepy laboratoryjne HCV:
EEC Liason Laboratory, Hannover
Alfort-187 (Prof. Liess), 1992
TVM-1 Laboratorium diagnostyczne, Drezno

(Dr. Ulbrich), 1987
Szczepy terenowe HCV:

1/92 izolat terenowy "S"
2/92 izolat terenowy "G"
3/92 izolat terenowy "SP"
4/92 izolat terenowy "B"
5/92 izolat terenowy "K'
6/92 izolat terenowy "K'
7/92 izolat terenowy "K"
8/92 izolat terenowy "K"
9/92 izolat tercnowy "BP"
10/92 izolat terenowy "P"

Szczep laboratoryjny BVDV:

NADL-158 Instytut Wirusologii, Hannover

(Prof. Liess), 1993

Tab. 2. Izotypy wybranych przeciwcial monoklonalnych (MAbs)

MADbs Izotypy Pochodzenie
17-18; 22-27; 30; 32 IgG1 IWet Putawy
1-5; 8-10; 13-14; 16;

20; 33 IgG2a [Wet Putawy
Gl 12, 55 1% IgG2b IWet Putawy

21; 28-29; 31;34

Instytut Wirusologii,

el ©b Hannover

brak danych

Tab. 3. Aktywnos¢ sekrecyjna panelu 36 MAbs

Szczepy pestiwirusowe Przeciwciala monoklonalne

(HCV, BVDV) reagujace ze szczepami
Alfort-187 (HCV) 1-34
TVM-1 (HCV) -
Izolaty terenowe (HCV) 1-34

1, 2, 3, 4,506, 8 9 10

Izolat lcr{:nTery (HCV) 17, 18, 22:25, 27, 30, 32

NADL-158 (BVDV) Cle; C45

znacznie, ze wykorzystane do badafi szczepy pestiwiru-
sowe charakteryzuja si¢ obecnos$cia wspdlnych antygenow.

Dziewig¢ (17, 18, 22, 23, 24, 25, 27, 30, 32) sposréd
36 charakteryzowanych serologicznie MAbs reagowalo ze
szczepem Alfort — 187 (w mianach 1:32 — 1:128) oraz
ze wszystkimi terenowymi izolatami HCV. Przeciwciala
te nie tworzyly komplekséw immunologicznych ze szcze-
pem TVM-1 oraz szczepem NADL-158. Na podstawie
uzyskanych wynikéw wspomniane MADbs okre§lono jako
swoiste dla HCV. Charakteryzowaly si¢ one obecno$cia
epitop6éw konserwatywnych dla HCV, a nieobecnych w
uzytym szczepie BVDYV oraz atenuowanym szczepie TVM-
1. Na uwage zastuguje fakt przynaleznosci wszystkich wy-
mienionych przeciwcial do podklasy IgG1 (tab. 2).

MADbs oznaczone numerem 26 wykrywalo epitopy obe-
cne w szczepie Alfort 1 w prawie wszystkich, z wyjatkiem
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jednego, terenowych szczepach HCV. Przeciwcialo to nie
wykrywato szczepu TVM-1.

Dwa uzyte w badaniach klony (C16 i C45), swoiste
dla BVDYV, reagowaly wylacznie ze szczepem NADL-158
BVBYV, nie tworzac immunokomplekséw z zadnym in-
nym, uzytym do badaf szczepem pestiwiruséw. Zgodnie
z danymi opublikowanymi wcze$niej przez Hessa i wsp.
(6) oraz wynikami badai wilasnych przeciwciala te zali-
czono do swoistych dla BVDV.

Dwadziescia cztery supernatanty z hodowli komdrek
hybrydoma dawato wyrazng reakcjg barwna na mikropiyt-
kach optaszczonych komoérkami zakazonymi szczepem Al-
fort oraz izolatami terenowymi w mianie 1:8 — 1:128, a
takze szczepem NADL - 158 w mianie 1:4 - 1:32,
Przeciwciata te okre§lono jako swoiste dla rodzaju Pe-
stivirus. Warto nadmieni¢, ze wszystkie te przeciwciala
nalezaty do podklasy IgG2a oraz IgG2b.

Wykazana krzyzowa reakcja charakteryzowanych MAbs
ze szczepem BVDYV wskazuje na uwidocznione juz przez
Mengelinga i wsp. (12) oraz Corthiera i wsp. (2) pokre-
wiefistwo antygenowe migdzy wirusami HC i BVD.

Warto podkreSli¢, ze zadne MAbs nie wykrywalo obe-
cnosci atenuowanego szczepu wirusa pomoru §win TVM-
1. Wskazuje to, ze wspomniany szczep pozbawiony jest
epitopéw charakterystycznych dla terenowych szczepéw
HCV oraz referencyjnego szczepu Alfort. Szczep TVM-1
wykorzystywany byt do produkcji atenuowanej szczepion-
ki przeciw pomorowi $wifi w Czechostowacji (8) oraz w
Polsce (13). W krajach tych wykazano wysokg wartosé
ochronng szczepionki, zawierajacej wspomniany szczep.
Biopreparat ten w wiclokrotnie powtarzanych do$wiad-
czeniach chronit uodporniane $winie przed kontrolnym
zakazeniem wysoce zjadliwymi terenowymi szczepami
HCV. Uzyskany w badaniach wiasnych wynik wskazuje,
ze brak w szczepie TVM-1 epitopéw wykrywalnych przez
uzyskane MADbs nie wplynal w sposéb istotny na utrate
przez ten szczep wilasciwosci immunogennych, ogranicza-
jac jednocze$nie w sposéb zasadniczy jego zjadliwo$é.
Wezesniej wykazano (20), Ze réznorodno$é epitopowa
szczepow HCV nie jest skorelowana z ich zjadliwo$cia;
cytowany autor wykazal, ze szczepy charakteryzujace si¢
obecnoscig takich samych epitopdw réznily sie istotnie
pod wzgledem zjadliwosci. Mozna sadzié, ze uzyskane
MAbs mogg by¢ wykorzystane do rozréznienia zakazefi

$win terenowymi szczepami HCV od obecnego w mig-
dalkach $wifi, w okre§lonych sytuacjach (do 2-3 tygodni
po immunizacji), szczepionkoewego szczepu TVM-1.

Reasumujgc przedstawione wyniki nalezy podkreslié,
¢ prezentowana praca jest etapem na drodze do uzy-
skania zestawu przynajmniej dwoch specyficznych i chara-
kteryzujgcych si¢ wysokim mianem MAbs dla HCV.

Uzyskanie zestawu dziewigciu przeciwcial monoklonal-
nych wykrywajgcych wszystkie terenowe i referencyjny
szCzep wirusa pomoru $win stwarza podstawe do opraco-
wania serologicznych metod diagnostyki — ELISA, umo-
zliwiajgcych jednoznaczne odr6znienie zakazen HCV i
BVDV u $win.
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SAVINI G., DUNSMOVE J. D, ROBERTSON 1. D.
Badanie pséw w Zachodniej Australii w kierunku zara-
zenia Sarcocystis sp. i innymi pasozytami jelitowymi. (A
survey of Western Australian dogs for Sarcocystis spp.
and other intestinal parasites). Aust. Vet. J. 70, 275-276,
1993 (7)

Badano kat od 132 pséw w wicku od 3 miesiecy do 17 lat na obecno$é
oocyst i sporocyst Sarcocystis sp.. Prébki katu pochodzity od ps6éw stale
przebywajgcych w psiarniach, pséw mysliwskich oraz pséw przebywajacych
na farmach. Sarcocystis wystgpowat czeSciej anizeli inne pasozyty w kale
wszystkich trzech grup pséw (31,1%). Trzy psy przebywajace na farmie
byly zarazone Isospora ohioensis i I. burrowsi, dwa z psiami I canis.
Cysty Giardia spotykano czesciej u ps6w z psiarni, przy czym 11,9% pséw
w wieku do 2 lat i 3,0% pséw starszych bylo zarazonych tym pasozytem.
Jedno szczenig i sze$¢ dorostych osobnikéw bylo zarazonych przez Unci-
naria stenocephala. Sarcocystis zakazat czesciej psy karmione migsem nie
poddanym obrébce termicznej, zwlaszcza miesem owiec.

g G.

VAN BERKY A. G., TOWNSEND W. 1..: Zaleino$¢ mie-
dzy czestotliwoscig wystepowania zmian w macicy a sto-
sowaniem octanu medroksyprogesteronu do kontroli
wielkosci populacji pséw. (The relationship between the
prevalence of uterine lesions and the use of medro-
xyprogesterone actetate for canine population control).
Aust. Vet. J. 70, 249-250, 1993 (7)

Okreslono zalezno§¢ pomigdzy wystepowaniem zmian chorobowych w
macicy a stosowaniem w celu zahamowania rui octanu medroxyprogeste-
ronu (MPA). Badaniami objgto 175 suk. U 42 zastosowano MPA w formie
iniekcji. Zmiany chorobowe w macicy wystapity u 14,9% suk, przy czym
dotyczyly one 45% suk otrzymujacych MPA i 5% suk z grupy kontrolnej.
Uzyskane wyniki wskazujg na istnienie wysokiej korelacji pomiedzy stoso-
waniem MPA a wystgpowaniem zmian chorobowych w macicy. Wystgpo-
wata przy tym wyraZna zalezno§¢ pomigdzy wiekiem suk (ponad 2 lata)
a pojawieniem si¢ zmian patologicznych w macicy. Liczba porodéw nie
wplywala natomiast na czestotliwo$é tych zmian.
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