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Summary

Peroxidase Linked Assay (PLA) in the diagnosis of bovine
leukosis

The usefulness of an immunoperoxidase test in the
detection of bovine leukemia virus (BLV) was demonstra-
ted. Positive results of the PLA test were observed in cell
cultures permanently infected with BLV (FLK, HKR and
a 50% mixture of FLK and non-infected cells). A brown-
-red colour of the antibody-antigen immunological complex
of the cytoplasm of BLYV infected cells confirms possitive
results of the PLA test after anti-BLV serum addition.
The nucleus of these cells was not stained. Unstained cells
showing indistinct morphological structure confirm nega-
tive results of the PLA test. All FLK and HKR cells in
the PLA test showed possitive reaction but in the case a
50% mixture of uninfected and infected cells, only 30%
of the cell population were positive. The results of the
PLA test with BLV infected cells were consistent with a
syncytial test. In the case of cells transfected with the DNA
of env gene of BLV the results of the PLA test positive,
whereas a syncytial assay was negative.

Diagnostyka enzootycznej biataczki bydta wykonywana jest
zaréwno przy uzyciu metod serologicznych — ID (6, 7. 11,
13), ELISA (3, 16, 20, 21), RIA (2, 5, 11), metody wirusolo-
giczne] — test syncytialny (4, 8, 9, 14, 17), a ostatnio przy
zastosowaniu metod biologii molekularnej — PCR (15, 19).
Diagnostyka wirusologiczna zakazeri wirusem BLV (Bovine
Leukemia Virus) przy pomocy testu syncytialnego mimo swo-
ich zalet jest pracochtonna i wymaga tygodnia czasu na uzy-
skanie wyniku (9). Nowoczesne metody laboratoryjne (PCR)
oraz hybrydyzacja wirusowego DNA z sondami molekular-
nymi sg niewatpliwie najczulszymi metodami diagnostyczny-
mi, jednakze sg one bardzo kosztowne 1 wymagaja specjalnego
wyposazenia aparaturowego w laboratorium.

Celem usprawnienia diagnostyki wirasologicznej enzooty-
cznej biataczki bydla, postanowiono wykorzystaé test immu-
noperoksydazowy PLA (Peroxidase Linked Assay), przydatny
w diagnostyce wirusologicznej klasycznego pomoru §win (10,
12) oraz w zakazeniach herpes wirusem kotow (22), do wy-
krywania obecno$ci wirusa BLV w hodowli komérek zaka-
zonych lub wirusowego biatka strukturalnego w komorkach
rekombinowanych.

Materiat 1 metody

Hodowla komérek. Liniaciagta komdrek nerki ptodu
owcy — HKNO. Stanowita ona komdrki ptodu owey wolne od
zakazenia wirusem BLV.

Komérki HKR.Komérki nerki ptodu owcy kokultywo-
wane limfocytami B krwi krowy biataczkowej. Jednowarstwo-
wa hodowle komoérek linii HKNO i HKR uzyskiwano wg
og6lnie znanej metody trypsynizacji. Obie linig komorek na-
mnazano w plynie wzrostowym DMEM — Dulbeco Modified
Eagle’a Medium (SIGMA), zawierajacym 10% inaktywowa-

nej surowicy cielgcia bezsiarowego oraz 200 mM L-glutaminy
i antybiotyki (100 mg streptomycyny 1 100 U penicyliny w ml).
Pasaze komdrek wykonywano co 6-7 dni.

Komdérki klonu AG. Komdrki fibroblastéw myszy
transfekowane materiatlem genetycznym wirusa BLV zawiera-
jacym DNA genu enw. Pasaze tych komérek wykonywano
réwniez co 6-7 dni, przy czym namnazano je w ptynie wzro-
stowym DMEM zawierajacym 6% surowicy cielgcej, L-gluta-
mine 1 antybiotyki (j.w.).

Komérki FLK. Komérki nerki ptodu owcy zakazone
permanentnie wirusem biataczki bydta (BLV). Namnazano je
w ptynie RPMI 1640 (GIBCO) z dodatkiem 6% inaktywowa-
nej surowicy cielecej oraz L-glutaminy 1 antybiotykéw (J.w.).
Pasaz komérek wykonywano co 7 dni.

Test syncytialny. Test ten stosowano jako kontrolny
test wirusologiczny do wykrywania obecnosci wirusa BLV w
badanych komérkach. Wykonywano go zgodnie z instrukcja
(8).

Test immunoperoksydazowy (PLA). Przeprowa-
dzono go wg metodyki opracowanej przez Holm-Jensen (10).

Bufory 1 odczynniki:

— bufor do ptukania komdrek, rozciericzen konjugatu lub
SUTrOWICY SWOISste].

Stosowano Dulbeco’s Phosphated Buffered Saline (SIGMA)
-9,55 g; Tween 80 — 5,0 ml; H20 red. ad 1000 ml (PBST). pH
-7.6

— bufor do utrwalania: 40% aceton w PBST (nie zawierajacy
jonéw Ca™™ i Mg*™"). pH 7.2

— bufor octanowy

A. CH3COOH « 3H20 — 0,143 ml; H2O red. ad 50 ml

B. CH3COONa ¢ 3 H20 - 0,68 g; H2O red. ad 100 ml

Bezposrednio przed uzyciem bufor A mieszano z buforem
B. pH-5,0.

Substrat (SIGMA). 3-amino-9-ethylcarbazol — 2 mg rozpu-
szczono bezposredrio przed uzyciem w 0,3 ml N-N-dimethyl-
formamide, nastepnie mieszano z 5 ml 0,05 M buforu octanowego
o pH 5.0. Przed uzyciem dodano 40 ul 30% nadtlenku wodoru.

Swoista owcza surowica odporno$ciowa anty BLV rozcien-
czona 1:20 lub 1:50 w buforze PBST.

Konjugat. Znakowana peroksydaza chrzanowa surowica kroli-
cza przeciwko IgG owcy (SIGMA), rozciedczona 1:100 w
buforze PBST.

Przygotowanie hodowli komérek do testu PLA. Do badan
uzyto zaréwno komdrek FLK, HKR, klonu AG, natywnych
komoérek HKNO, jak i mieszaniny 50% komoérek FLK 1 HK-
NO. Powyisze zawiesiny komdrek o koncentracji 5107 w
plynie wzrostowym i o zywotnosci nie mniejszej niz 95%,
rozlewano w ilosci 150 pl do basenikéw mikroptytki o ptaskim
dnie (NUNCLON). Po 24-36 godzinach inkubacji w temp.
37°C w atmosferze 5% CO2 zlewano ptyn znad komérek po
czym utrwalano je zimnym 40% acetonem w PBST przez
okoto 15 minut. Po utrwaleniu komérki suszeno 2-3 godziny
w temp. pokojowej i bezposrednio wykonywano test immu-
noperoksydazowy lub zamrazano je w temp. -20°C do czasu
wykonania odczynu.

Wykonanie testu PLA. Reakcj¢ przeprowadzano wg sche-
matu:

— ptukanie komérek buforem PBST — 15 min.

— nakladanie surowicy odpornosciowej w rozciericzeniu 1:20
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—inkubacja w temp. 37°C przez 45 min.

— ptukanie 3 X 5 min. buforem PBST

— dodanie konjugatu

— inkubacja w temp. 37°C przez 45 min.

— plukanie 3 X 5 min. buforem PBST

— dodanie substratu

— inkubacja w temp. 37°C przez 30 min.

Po pojawieniu si¢ wyraZznego brazowo-czerwonego zabarwie-
nia cytoplazmy komoérek w basenikach z surowica referencyjna,
reakcje zatrzymywano przez trzykrotne przeptukiwanie mikro-
plytki buforem PBST i ponowne nalanie 150 Ul tego buforu do
basenikéw.

Wyniki i oméwienie

Uzyskane rezultaty ilustrujg tab. | oraz ryc. 1, 21 3. Wyniki
testn immunoperoksydazowego — PLA odczytywano przy uzy-
ciu mikroskopu odwréconego Telaval 3 (Carl Zeiss Jena).
Badania podstawowe nad przydatnoscia tego testu do diag-
nostyki zakazenia hodowli komérek wirusem biataczki bydta
przeprowadzono na komérkach FLK. Dedatnim wynikiem te-
stu immunoperoksydazowego byto wystapienie brazowo-czer-
wonego zabarwienia cytoplazmy komérek w tych basenikach,
do ktérych dodano odpornosciowg surowicg anty BLV. Wy-
mienione zabarwienie wskazuje na obecno$¢ immunologicznych
komplekséw antygen-przeciwcialo w cytoplazmie komdrek
zakazonych wirusem BLV. Jadro komérkowe pozostaje tu
nie zabarwione. Wynik ujemny testu PLA notowano w przy-
padku gdy do komorek FLK dodawano surowice owcza nie
zawierajaca przeciwcial anty BLV. Komérki linii ciagiej FLK
zakazone stale wirusem BLV, prawie w 100% wykazywaty
dodatni wynik testu przez co otrzymany obraz komoérek byt
jednorodny i mato czytelny (ryc. 1).

W zwiazku z powyzszym postanowiono poprawié czytel-
no$¢ odezytu testem PLA poprzez przygotowanie mieszaniny
komérek zakazonych wirusem biataczki — FLK 1 komdrek
natywnych — HKNO. W badaniach tych uzyto 50% zawiesiny
komérek zakazonych i komérek natywnych. W tym przypadku
okolo 30% komorek barwi sic wyraZznie na kolor bragzowo-
-czerwony, podczas gdy pozostate komorki sa stabo widoczne
i o zatarte] strukturze morfologicznej (ryc. 2). Jak wykazano
wprowadzenie komodrek natywnych do zawiesiny komdrek
zakazonych wirusem BLV pozwolito uzyskac¢ lepsza czytel-
nos¢ testu PLA 1 dokladnos¢ jego wyniku.

Intensywnos¢é zabarwienia komoérek zakazonych w tescie
PLA jest bezpo$rednim wskaZnikiem obecnosci w nich wirusa
BLYV, jednakze w duzym stopniu zalezy ona od ilosci prze-
ciwciat odpornosciowych w surowicy referencyjnej lub ba-
danej. W efekcie rozciericzenie surowicy referencyjnej winno
by¢ tak dobrane by komérki zakazone wirusem byly wybar-
wione na kolor brazowo-czerwony 1 pozostawaly wyraZnie
odgraniczone od innych komérek (ryc. 3).

Przydatnosé testu immunoperoksydazowego do wykrywania
wirusa BLV w komoérkach postanowiono przebadaé réwniez
na innych liniach komérkowych. Do badar tych uzyto hodowli
komérek nerki ptodu owcey kokultywowanych limfocytami B
krowy biataczkowej (komérki HKR), komérki fibroblastéw
myszy transfekowane DNA genu env wirusa biataczki (Klon
AG), komdrki nerki ptodu owey wolne od zakazenia wirusem
BLV (HKNO) oraz mieszaniny 50% komérek FLK 1 HKNO.
Wyniki testu PLA poréwnano z wynikami testu syncytialnego.
Uzyskane rezultaty przedstawia tab. 1. Jak wykazano wyniki
testu PLA byty zgodne z wirusologicznym testem syncytialnym
we wszystkich przypadkach badanych linii komérkowych z

Ryc. 1. Dodatni wynik testu PLA w hodowli komérek FLK
(pow. 240x)

Ryc. 2. Dodatni wynik testu PLA w hodowli komérek FLK+HKNO
(pow. 240x)

Ryc. 3. Dodatni wynik testu PLA w hodowli komérek FLK+HKNO
(pow. 480x)
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Tab. 1. Poréwnanie wynikéw testu immunoperoksydazowego PLA i testu
syncytialnego w diagnostyce zakazenia hodowli komérek wirusem BLV

Test diagnostyczny
Komdérki
PLA syncytialny
FLK ++H -
HKR =+ +H
AG + -
HKNO - -
FLK + HKNO +++ +++

Objasnienia: FLK - hodowla komdrek nerki ptodu owcy zakazona
permanentnie wirusem BLV, HKR ~ hodowla komérek nerki plodu owcy
kokultywowana limfocytami B krowy biataczkowej, AG — hodowla komérek
fibroblastéw myszy transfekowana DNA genu enw wirusa biataczki bydta,
HKNO - hodowla komérek nerki owcy wolna od zakazenia wirnsem BLV.

wyjatkiem komoérek klonu AG. W przypadku komérek AG
wynik testu PLA byl dodatni, podczas gdy test syncytialny
dat wynik negatywny. Dodatni wynik testu immunoperoksyda-
zowego w komérkach klonu AG potwierdza obecnos¢ w nich
strukturalnych biatek gp51 kodowanych przez gen env wirusa
biataczki, podczas gdy ujemny wynik testu syncytialnego Swiad-
czy o braku jego czastek zakaZnych.

Nalezy stwierdzi¢, 7e przydatnosé testu PLA jest szczeg6lnie
istotna przy wykrywaniu zakazen latentnych wirusami nie
cytopatycznymi. Wskazuja na to prace Holm-Jensen (10),
Hyera i wsp. (12) oraz Pejsaka (18), jak i badania wiasne.
Badania wymienionych autoréw i Wdjcika (22) wskazuja réw-
niez na przydatnos¢ testu PLA w diagnostyce serologicznej
klasycznego pomoru §wir lub zakazeri herpes wirusem FHV-1
u kotéw. Jak podkresla Wojcik (22) wyniki kontroli serolo-
gicznej zakazen herpes wirusem kotow przy pomocy testu
IMPA (wariant testu PLA) byly poréwnywalne z wynikami
testu klasycznej seroneutralizacji. Rezultaty te $wiadcza nie
tylko o swoistosci odczynu lecz i o jego wysokiej czutosci.

Przeprowadzone badania wtasne potwierdzaja przydatnosc
testu immunoperoksydazowego réwniez w diagnostyce zaka-
zefi wirusem BLV. Odczyn ten z powodzeniem moze by¢
wykorzystany do wykrywania zaréwno strukturalnych biatek
wirusowych w komérkach rekombinowanych jak i do oceny
stanu zakazenia komérek FLK uzywanych do produkcji anty-
genu do serologicznej diagnostyki biafaczki bydta.

Reasumujac nalezy stwierdzié, ze test immunoperoksydazo-
wy PLA jest stosunkowo prostym, swoistym i czulym testem
wirusologicznym do wykrywania zakazenia hodowli komérek
wirusem BLV.
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Adres autora: dr Jan Rutka, ul. Lubelska 17/6, 24-100 Putawy

Wymagania:
— wiek do 35 lat,

CENTRAL SOYA LOBEZ Sp. z o.0. w Lobzie,
cztonek miedzynarodowego koncernu CENTRAL SOYA

ZATRUDNI LEKARZA WETERYNARII

— znajomo$¢ jezyka angielskiego lub niemieckiego.

Oferty prosimy skfadac na adres:
Central Soya Eobez Sp. z o.0., ul. Drawska 6, 73-300 L.obez
w terminie 14 dni od daty ukazania si¢ ogloszenia.

Informacji udziela kierownik Dziatu Administracyjnego tel. (0923) 740-11 do 14




