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Summary

Administration of monoclonal antibodies in the DAs
ELISA for the detection of hens infected with avian

leucosis viruses

ELISA kit.
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Real opracowania takiego testu stworzyło

ury, stych dla białka p27, głównego skład-

nika wirusów białaczek ptaków (7),

Materiał i metody
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(3000 obl./nin, 1_5 min), mianowano testem ELISA i do czasu
użycia w dalszych badaniach przechowywano w temperaturze
-żO"C.

O c z,y s zc z a n i e P M. Oczyszczanie immunoglobulin
(IgG) PM z płynu wysiękowego myszy przeprowadzono w
oparciu o niechrolnatograficzną metodę opisaną przez Reika i
wsp. ( l5). Metoda ta polega na elilninowaniu innych poza IgG
białek (albumin) r,v dwusttlpnitlwym wytrącaniu przy użycttl
kwasu kapl,ylowego a następnie siarczanu amonu. Uzyskany
osad oczyszczonych inmunoglobulin PM zawicszano w PBS
i po dializie przechowywano w stanie zamrożenta (-20'C).

Przygotowanie koniugatu PM, Koniugowanie
oczyszczonych IgG PM z enzymern peroksydazą chrzanową
(HRP) przeptowaclzono w opafciu o metodę nadjodanową po-
daną przez Talbota (l6), Otrzymanc koniugaty konserwowano
clodając glicerol (rtiwną ob;ętość) oraz mertiolat.

Te s t EL] S A. Obecność PMw płyniehodowlihybrydom
wysięku ollzewnowego myszy olaz_ aktywność (miano) przy-
_eoto wan y ch iml-n un orcagen tów : clczy szczone imm u noglobuli-
ny (IgG) i koniugaty z PM badano metodą ELISA. Wykonanie
tcstu przedstawiało się w skrócie następująco: mikropłytki F
(Plastomed lub Nunc-Poly Sorb) opłaszczano oczyszczonym
AMV. Po saturacji 0.7c/t: roztwotenr albuminy bydlęcej (BSA)
w PBS i plzepłukaniu PBS z 0.057o Twecnu 20 (PBST), płytki
inkubowano z badanymi próbami, Obecność swoistych prze-
ciwciał wvkrywano stosując, po uprzcdnim płukaniu, znako-
rł,any peroksyciilzą chrzanową (HRP) koniugat anty-mysim IgG
(Si_qma). Jako substratu użyto ABTS (Boehringer Mannheim).
Inkubację mikrollłytek z BSA, próbami, koniugatem i substra-
tem prowaclzono przez 1 h w 37"C.

Test DAS ELl SA. Wl,krywanie AMV ofaz antyge-
nów _es w pltrzlnie kl,lvi i białku jaj opalto na metodzie podwój-
nych przcciwciał. Zasaclniczrl test wykonywano używając
konlercyjne reagenty: krćlliczą I_lG przeciw białku p27 AMV
(R-AMV) clo opłaszczania płytek oraz jako koniugat R-AMV
znakowani1 HRP (R-AMV+HRP) produkcji Life Soiences Inc,
Optvnlalne tozcieńczenie, zalecane przez proclucenta do stoso-
wania. wynosiło dla obu reagelrtów l : l000. Opłaszczone mikro-
płytki F (Plastomed lub Nunc-Maxi Sorb), przed nałożeniem
próh, poddirwano sziturac.ji BSA, a jako substlatu używano
ABTS. Płukan je i warunki inkubacji były takic same jak przy
teście ELISA.

Ill,t1,1l un oblot i n g. Swoistość PM oceniano za polTlocą
rechnikj imllunoblotin_e (7). Paski nitrocelulozy z wcześniej
plzeniesionyrni z żclu poliakr),|xp16owcgo po rozdziale clek-
troforctycznym białek stl,ukIuralnych AMV inkubowano z su-
pernalalltem hoc'lor,vli hybrydonl lub wysiękicm otrzcwnowym
myszy przcz 90lnin. w tel,nperaturze pokojowej, Miejsce zwią-
zania przeciwciał uwidaczniano stclsu.jąc koniugltt anty-mysi
I_gG znakor,vany HRP (Bio Rad). a następnie substrat 4-chlorek
l,naftolu (Bio Rad)

Okrcślcnie epitopowej swoistości. Dla oce-
ny czy przeciwciała produkowane przezróżnc klony hybrydom
rozpoznają tcn sźill-l lub odlnienne epitopy antygenu przeprowa-
clzono testy ELISA blokclwalric i ELISA kolrkutencja.

W tcścic ELISA blokowanie, płytki opłaszczone uprzednio
AMV inkubowano pf7,ez 2 h z sel,ią ,ł-klotnych rozcieńczeń
kaźdego z PM (IgC PM) przed dodaniem koniugatów PM
znak<lr.vych HRP (PM+HRP) Etapy testu, począwszy od ko-
lriugatu. pl,zeprowildzano w sposób wczcśniej podany.

W tcścic ELISA konkurencja, na opłaszczone AM! ply$i
nakładano mieszaninę koniugatu itcll,cieńczeń PM (]0 -l0 '').

Stopicń konktrlenc_ii wyrażało na.jwyzsze rozcieńczenie IgG
PM konkuruji}cc w co najmniej 50a/c wiązante koniugatów z
AMV.

Plóby do badań w teście DAS ELISA.Wy-
brane o najwyzszcj czułości kornbinacje testu DAS ELISA na
bazic własnych PM oceniano porównując je w wykrywaniu
anty_uenólł, gs ALV z testeln DAS ELISA opartym na komer-
cy.jnych inlllltlnoreagentach (Lif'e Scicnces Inc) oraz komercyj-

nym zestawem Avian Leukosis Virus Antigen Test Kit (ELISA
ALV-Ag) produkcji IDEXX. W badaniach tych, poza oczysz-
czonym AMV, użyto 2 próby plazmy kurcząt zakażonych
AMV, 4 próby białek z jaj kur zakażonych AMV, i0 prób
ujenrnych białek z jaj SPF (Lohman) oraz po 1 0-1 5 prób białek
jaj pochodzących z pięciu krajowych stad reprcldukcyjnych kur
nieśnych i ogólnoużytkowych, Próby białka pobierano ze świe-
żo zniesionych jaj. Wszystkie materiały przechowywano w
temperaturze -70'C.

Wyniki i omówienie

Kurczęta SPF-L (Lohman) okazały się niewrażliwe na za-
kazenje wirusem AMV (brak leukemii i obecności wirusa w
plazlnie po zakażeniu). Natomiast dużą wrazliwość wykazy-
wały kurczęta SPF-LD (linia kur wyselekcjonowanych w IN-
RA). U prawie I007c zakażonych ptaków wystąpiła leukemia
w 2-4 tygodnie p.i. Miano wirusa w plazmie kurcząt 1euke-
micznych określone testem DAS ELISA wynosiło od 6400
do 51 200, Aktywność oczyszczonego AMV była wysoka
(miano 10ż 400-204 800), a stężenie białka wynosiło średnio
około 7 mg/ml (od 6,1 do 8,4 mg/ml w poszczególnych paltiach
ocz,yszczania). Optymalną ilość antygenu do opłaszczania mi-
kropłytek ustalono na 10 pg/ml,

Charakterystykę uzytych w pracy PM przedstawiono w tab. 1.

Klasyfikację irnmunoglobulin PM określono wcześniej (7).
Poniewaz komórki klonów hybrydoma wytwarzające te PM
przechowywane były kilka lat w stanie zamrożenja sprawdzono
ich żywotność, aktywność sekrecyjną i swoistość. Wszystkie
trzy klony zachowały dobrą zywotność i aktywność sekrecyjną
przeciwciał o określonej wcześnicj swoistości, reagując lnono-
specyficznie z białkiem wirusa AMV o masie cząsteczkowej
27 kD (białko p27').

Oczyszczone z wysięku otfzewnowego IgG PM posiadały
wysokie miana w teście ELISA (tab. l). Użyto je do ptzy-
gotowania koniugatów znakowanych HRP, w próbach okrc-
ślenia epitopowej topografii oraz do opłaszczania mikropłytek
w teśoie DAS ELISA. Optymalne rozcieńczenia robocze, usta-
lone w próbach mianowallia, przedstawiono w tab. 1, W po-
dobny sposób wybierano optymalne t ozcięńczenia koniugatów
użyte w testach ELISA blokowanie i konkurencja oraz DAS-
ELISA (tab, l),

Wyniki testu ELISA blokowanie przedstawiono na ryc, J -3.
Najsilniejszy stopień blokowania (około 80Vo) wykazano w
układach holnologicznych. W zblizonym stopniu blokowany
był koniugatPC2+HRP przez_PM AC2. W grupie PM najsłabiej
blokowało PM PC2 koniu_eaty DC6+HRP, a następnic AC2
+HRP. Uźyte w teście przeciwciało poliklonalne R-AMV
(królicza IgG anty-p27 AMV) wykazywało prawie całkowity

Tab 1 Charakterystyka PM" dla antygenów gs ALV

PM swoistość Izotyp Ig

Miano
EL]SA
(Xl0()0)

ELISA
blokowanie
konkuretlcj a

DAS ELISA

opłaszczan ic
koniugat

HRP

AC2 p?7 IgG 2b L28h 5OO' 2000'1 500'

DC6 p27 IgG 2b 64 t 000 2000 l 000

PC2 p2] IgG l 28 l 00() 2000 ] 000

Objaśnienia: u przeciwciała monoklonalne, h - nliano IgG PM w

teście ELISA z AMV, ' - końcowe rozcieńczenie koniugatu daiące nra-

ksynralną ekstynkcję w teście ELISA z AMV, '1 - optymalne rozcieńczeliie
TgC PM określone w teście ELISA z AMV. e - optymalne rozcieńczellie
koniugatu określone w teście ELISA z AMV
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koniugoi At2 + HRP

10 l+0 1ó0 ó1.0 25ó0
rozcieńczenie pM

z64

0D
1,2

1

0,8

0,ó

0,4

Q,2

0

0D
1,2

l

0,8

0,6

0,4

0,2

0

--r- AC2 -+ Dt6 + PC2 --o- R-AMV

Rvc 1 ELISA blokowenie koniLlgat AC2+HRP

koniugot DCó + HRP

160 óĄ0 2560
rozcieńczenie pM

102Ą0 409ó0

--ł- AC2 --o- Dc6 -+- Pcż --o- R-AMV

Rlc 2 ELISA bIokorvrnie koniugat DC6+HRP

koniugot PC2 * HRP

brak blokowania koniugatu PC2+HRP oraz umiarkowane blo-

40

0D

,4

1,2

0,ó

0,4

0,2

0 1'0 40 ]60 640 2560 102Ą0 40960

rozcieńczenie pM

---o- ACż --o- DC6 ,+-PCT --o- R-AMV

Ryc 3 ELISA blokou,lnie koniLlgat PC2+HRP

Tab 2 ELlSA konktlrencja pomiędzy PM
i ich oclpowiecllrikienl konitrgar HRP

Nr kombinacji

]

Opłaszczanle I(oniugat HRP AMV (Xl000)

PM AC2 PM AC2

1 PM AC2 PN4 DC6

3 PM AC2 PM PC2

64''
4 PM AC] R-AMvb

5 PM DC6 PM AC2

8

6 PM DC6 PM Dc6

1 PM DC6 PM PC2

8

9

PM DC6 R,AMV l2E

PM PC2 PM AC2 8

l0

ll
l2

PM PC2 PM DC6 8l92

PNl PC2 PM PC2

PM PC2 R-AMV 5l2

37
l3

l4

R-AMVc PM AC2

R-AN4v PM DC6 12

I5

16

R AMV PM Pc2 32

R-AMV R-AMv E]92

l28
|,7 F.LISA ALV-Ag (IDExX)

Obiaśnienia: a - rozcieńczente, w

gat-kló]icza IgG przeciw p27 AMV
! - kró]i.r" IgC przeciu, p27 AMV

którym wykryto AMV, b - kon;u,

(Life Sciences Inc.)r,v lozc, l: l00O,

(Life Sciences Inc,) w rozc, 1:l00()

pl zecitł,ciała
nlonoklonalne (PM)

KoniLrgary HRP

AC2 DC6 PC2 R,AMV

AC] 3+,| 2+ 2+

DC6

PC2

I{-AMV

ł+ ++

-++ 3+ J+

5+ 4+ ]+ 3+

C)blaśnielric: 0% konkurenc1l willzania ko_niugatu przezPN4 w roz-

cieńczeniach orJ1 iednio: 2+ - iO', :* lO ], ,t+ - lO=a, 5+ l0 5,
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Tab 4 Wykrywanie antygenu gs ALV w badanych próbach przez wybrane kombinacje testu DAS ELISA

Konbinacja
DAs E].]sA Opłaszczanie

Koniugat
HRP

Plaznra kurcząl
zakażonych

AMV (Xl000)

Białko jaj kur zakażonych AMV
(x100)

Białko jaj kur badanych stad

l ż l 2 3 4 SPF Lg RIR Sx Sx+RiR

9 PM PC2 PM AC2 8 8 8" ż 0.1 01 0/10b 0/l 5 0/ 15 0/1 5 l /10 0/ 10

l() PN4 PC2 PM DC6 512 28 l28 32 05 05 0/ l0 0/1_5 0/1 5 l/l5 41 10 0/]()

6 R-Ai\4V R AMV 5l2 l28 28 6 0_5 05 0/ l0 0/1 5 0/l 5 1/l5 4110 0l )0

|1 ELISA ALV-Ag (lDEXX) 32 8 1 8 0_5 0l 0i10 0/]5 0il5 0/l5 4l I0 0i]0

Objaśnienia: a llliano antygenu gs A\4V. b - liczba prób dodatnich w teście DAS ELISA/]iczba prób badanych

w wybranych próbach przedstawiono w tab. 4. Najbardziej
czułe okźizały się dwie kombinacje testu DAS ELISA nr l0,
oparta na PM PC2 i koniu_eacie PM DC6 oraz nr 16, zpoli-
klonalnylrli przeciwciałami R-AMV i koniugatem R-AMV.
W oclniesieniu do badanych prób plazmy ich czułość była
16x wyższa od kombinacji nr 17 (kit ALV-Ag') onz |6-64x
czulsza od kotnbinacji nr 9 (PM PC2 z PM AC2+HRP).
Podobnie wyższą czułość (_5 64x) wykazywały obie kombi-
nacje pl,zy badaniu czterech prób białek jaj dodatnich. W serii
badań białek jaj pochodzących z pięciu stad reprodukcyjnych
kur używając kombinacji testu DAS ELISA nr l0 i ] 6 wykryto
w sumic po 5 prób dodatnich na 75 badanych, testeln nr 17
(ALV-Ag) 4 próby, natomiźrsl- w kombinacji nr 9 tylko 1

próbę.
Zastilpi cni c 1radycyj ni e otrzym ywan ych immunoreagentów

przeciwciałalni monoklonalnymi podnosi swoistość i czułość
testtl olaz zlnniejsza występowanie reakcji niespecylicznych,
związanl,ch z częslą obecnością u ptaków antygenów pocho-
dzenia endogenne_qo (6).

Czułość testu DAS ELISA, lv któlym użyto PM PC2 do
opłaszczania płytek i PM DC6 jako koniugatu była wysoka
i porównywalna z testem DAS ELISA opartym na komercyj-
nych ilTmunoreagentach R-AMV (Life Sciences) oraz wyższa
w poriiwnanir-r z innym komercl,jnym zestawem ELISA ALV-
-Ag (IDEXX). Uzycie przeciwciał monoklonalnych przez in-
nych autofów (3) w teście DAS ELISA znacznję zwiększyło
jcgo czułość Wykrywalność antygentiw gs ALV w białku jaj
wzrosła l6 32-krotnie. Rriwnicz w badaniach porównawczych
nad efektywnością wykrywania antygenów gs w białku jaj

tcstenl DAS ELISA, w którym użyto PM wykryto wyższy
odsetek niosek rł,ydalających wirus ALV niz odczynem wią-
zania dopełniacza (4).

Uzyskanc wyniki wskazu.ją, że nabazlę posiadanych prze-
ciwciał lnonoklonalnych mozna opracowźtć zestaw DAS ELI-
SA do wykrywania zakażeń kur wirusalni białaczek i stosować
go zal,ówno w rutynowej diagnostyce białaczek kur jak również
W progral-nach uwalniania stad kur ocl wirusów białaczek pta-

sich,
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piórek i kulcząt Ze względtl na powolny wzlost na podłożach sztucznych nie

podejlrrowano badari nad antybiotykoopornością tego zarazka Stosując Co-
]umbia blood agar oraz hodowlę w atlnosferze _57c dwutlenku węgJa okleślono
wartość MIC (pghl) dla 9 substancji o działaniu przeciwbakteryjnym War-

tość ta dla ampicyliny i ceftiofuru wynosiła 0,12-4,0, doksycykliny 0,25-16.0,

eufloksaoyny 0,25-2,0, flumechiny 1,0 8,0, linkomycyny 0,25 0,_5, penicyliny

G 0,12-0,1. spektinomycyny .-3,0 ]5,0 i tylozyny 0,5-4.0, zaś dla su]fometo-
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U koni i źrebiąt po zastosowalliu anatoksyny tężcowej wystąpiło subkli-

niczne zapalenie wątroby Choroba wystąpiła po 30 70 dniach po iniekcji

anatoksyny, Bardzo pomocną w ustaleniu subklinicznej postaci zapalenia wą-

troby była wysoka aktywność surowiczej T-transferazy glutamylowej i tlansmi-

nazy asparagilrialowe1 Ze względu na możliwość wystąpienia po zastosowaliu

anatoksyny tężcowej surowiczego zapa|enia wątroby wskazane jest szczcpie-

nie klaczy ciężarnych na 30 dni przed terminem porodu TŃie postępowanie

umożliwia z jednej strony uzyskanie wysokiej ochrony jak i przekazanie bier-

ne źrebiętom swoistych przeciwciał za pośrednictwem siary
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