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and parvovirus replication in cell cultures

Summary

The infection of dogs with distemper virus (CDV), adenovirus type 1 (CAV-1) and parvovirus (CPV) is still
being diagnosed by practitioners, even in vaccinated dogs. Laboratory techniques used for the isolation and
identification of these viruses are usually time consuming and often their accuracy is not satisfactory. The
presented studies concentrated on the adaptation of PLA (Peroxidase Linked Assay) for the evaluation of
CDV, CAV-1 and CPV replication in tissue cultures. _

Comparable studies on titration of viruses tested on the basis of cytopathic effects and results of PLA
revealed that the titre of CDV and CPV evaluated by CPE was lower than calculated using PLA. The diffe-
rence was equal to 0.6 log for CDV and 0.7 log CPV. These results confirm four to five-fold higher sensitivity
of PLA. Titre of adenovirus type 1 measured by both methods did not demonstrate significant differences
which can be explained by production of regular and characteristic CPE and rapid spread of cell destruction.
Results of PLA revealed that the expression of viral antigens takes place between 18 and 24 hours after cell
inoculation, whereas the first cytopathic effect was visible after 48-96 hours. The repeatability of results ob-

tained by PLA was significantly higher with p<0.05 than titration of viruses on the bases of CPE in the case of

CAV-1 and CDV.
The presented results confirm the high.
studies on CDYV, CAV-1 and CPV.

Zakazenia psow wirusem nosowki, adenowirusem
typu 1 oraz parwowirusem, mimo stosowania od lat
szczepien profilaktycznych, nadal stanowia zagroze-
nie dla zdrowia tych zwierzat.

Obecnos¢ wirusow w badanym materiale biologicz-
nym moze by¢ potwierdzona réznymi metodami labo-
ratoryjnymi. W przypadku parwowirusa psow (CPV)
jest to najczgsciej jego izolacja w hodowlach komor-
kowych, test immunofluorescenc)i, mikroskopia elek-
tronowa i odczyn hemaglutynacji z zawiesing erytro-
cytéw $wini lub matpy (1,2, 4). Pierwsze trzy metody
sg czasochtonne i kosztowne. W przypadku oceny efek-
tu cytopatycznego lub swoistej fluorescencji interpre-
tacja wynikow jest bardzo subiektywna. Odczyn he-
maglutynacji jest natomiast mato precyzyjny 1 wyste-
puja w nim reakcje nieswoiste. Do wykrycia wirusa
nosowki (CDV) uzywane sa hodowle fibroblastow
zarodka kurzego, linie ciagte komorek ssakow oraz test
immunofluorescencji (1, 7, 9), za$ do diagnostyki ade-
nowirusa typu 1 (CAV-1) izolacja w hodowlach ko-
morek nerki psa oraz w ograniczonym zakresie test

‘hich could be widely-used%iu

immunofluorescencji (1). O ile efekt cytopatyczny
(CPE) towarzyszacy replikacji wirusa CAV-1 jest bar-
dzo charakterystyczny, CPE w przypadku wirusa CDV
moze nic wystapic¢ lub by¢ mylnie interpretowany
szczegdlnie w przypadku obecnosci zmian degenera-
cyjnych wystepujacych w hodowlach komorkowych
(9). Wydawato si¢ zatem wskazane opracowanie testu
do wykrywania i mianowania opisanych wirusow w
hodowlach komorkowych, umozliwiajacego uzyska-
nie swoistych i powtarzalnych wynikéw. Przedstawio-
ne ponizej badania dotyczyly adaptacji do tego celu
testu immunoenzymatycznego PLA (Peroxidase Lin-
ked Assay), ktéry znalazt zastosowanie w diagnosty-
ce innych wiruséw zwierzgeych (11, 13).

Ogolna zasada testu PLA nie odbiega od innych
metod immunoenzymatycznych i polega na wiazaniu
swoistych nie znakowanych przeciwcial z antygenem.
Miejsce reakcji jest wykrywane przeciwciatami zna-
kowanymi peroksydaza o swoistosci homologicznej
do przeciwcial nie znakowanych. Aktywnos¢ enzymu
jest uwidaczniana odpowiednim chromogenem (10).
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Materiat i metody

Hodowle komorek. Do badan uzyto hodowlg linii cia-
glej ptuc kota (Fc), nerki psa (MDCK — Madin Darby Ca-
nine Kidney) oraz hodowle pierwotna fibroblastow zarod-
ka kurzego. Komérki Fc namnazano w ptynie MEM (Mi-
nimal Essential Medium, Sigma), z dodatkiem 2% surowi-
cy plodowej (Sera Tech). Komérki MDCK i fibroblasty
zarodka kurzego namnazano w ptynie MEM z dodatkiem
7% surowicy cielecej (Gibeo), zas ptynem utrzymujacym
byt ptyn 199 (Sigma), bez dodatku surowicy. Hodowle ko-
morkowe prowadzono wedtug ogdlnych zasad (8).

Koncentracje komorek i ich zywotnosé okreslano w ko-
morze Burkera, po uprzednim wybarwieniu bigkitem try-
panu.
~ Wirusy. W badaniach zastosowano atenuowane Szcze-
py wiruséw: noséwki — Led, adenowirusa typu 1 — Hep
HCC oraz parwowirusa pséw — PD pochodzace z kolekeji
Biowet Pulawy Spotka z 0.0. Wirusy namnazane wedtug
ogolnie przyjetych zasad (8) osiagaty miano TCID, réwne
log 5,5 dla wirusa nosowki, log 6,0 dla adenowirusa typu 1
oraz log 7,0 dla parwowirusa.

Namnazanie wirusa CPV. Przygotowano 10-krotne
rozcieficzenie ptynu wirusowego w ptynie MEM, a nastep-
nie nanoszono je do basenikéw ptaskodennej mikroptytki
Nunclon TM (jedno rozcienczenie w sze$ciu powtorze-
niach). Do wszystkich basenikéw wprowadzono po 150 ul
komorek Fc (2x10*%) o Zzywotnosci nie mniejszej niz 95%.
Komoérki inkubowano w temperaturze 37°C, w atmosferze
4% CO, przez 72 godziny. Nastgpnie plytki przeznaczone
do PLA utrwalano 75% acetonem w wodzie redestylowa-
nej, w temperaturze -20°C, przez 10 minut i suszono przez
1 godzing w temperaturze 37°C.

Namnazanie wirusow CAV 1i CDV. Hodowle komo-
rek zakladano w plaskodennych ptytkach Nunclon TM
wprowadzajac do kazdego basenika 10*° komoérek MDCK
oraz 10°° komorek fibroblastow zarodka kurzego. Po 24-
-48 godzinach inkubacji i osiagnieciu co najmniej 90% po-
krycia plytki zlewano ptyn wzrostowy i do basenikow wpro-
wadzano po 50 pl 10-krotnych rozciefniczen wirusa nosow-
ki lub adenowirusa typu 1. Adsorpcj¢ wirusa przeprowa-
dzano w temperaturze pokojowej przez 60 minut, a nastgp-
nie do basenikdéw z wirusem dodawano po 150 pl ptynu
utrzymujacego. Plytki zakazone wirusem noséwki inkubo-
wano w temperaturze 37°C przez 72 godziny, zas$ inokulo-
wane adenowirusem typu 1 przez 48 godzin. Ptytki prze-
znaczone do testu PLA utrwalano w sposob opisany przy
CPV.

Surowice. Do wykonania testu PLA uzyto surowic pséw
immunizowanych wirusem noséwki, adenowirusem typu
1 oraz parwowirusem, 0 mianie przeciwcial neutralizuja-
cych réwnych 512 dla CDV, 256 dla CAV-1 oraz 1280 dla
CPV. We wstepnych doswiadczeniach ustalono, ze opty-
malne rozcieficzenia surowic przeznaczonych do uzycia w
tescie PLA winny wynosi¢: 1:40 dla CDV, 1:50 dla CAV 1
i1:30 dla CPV.

Test PLA. Do basenikéw utrwalonych ptytek nanoszo-
no bufor blokujacy (20% surowica krolicza, rozcienczona
w buforze do rozcienczania surowicy lub koniugatu) i in-
kubowano je w temperaturze 37°C przez 30 minut. Po odsa-
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czeniu buforu blokujgcego do kolejnych basenikéw wpro-
wadzano po 50 ul swoistej dla poszczegolnych wirusow
surowicy odpornosciowej, w rozcieficzeniach podanych po-
wyzej, w buforze o sktadzie 500 mM NaCl, 0,5% Tween
80 o pH 7,6. Ptytki inkubowano w temperaturze 37°C przez
30 minut, a nastepnie ptukano je czterokrotnie buforem o
sktadzie: 150 mM NaCl, 0,5% Tween 80 o pH 7,6 i nano-
szono koniugat (krolicze anty-psie IgG znakowane perok-
sydaza, Sigma), rozcienczony 1:300. Po 30 minutowej in-
kubacji w temperaturze 37°C plytki ponownie ptukano i
dodawano substrat: 3 amino 9 etylokarbazol (Sigma), przy-
gotowany zgodnie z metoda Jensena (5). Reakcjg barwna
hamowano przeplukujac baseniki ptynem fizjologicznym.
Wynik testu odczytywano w mikroskopie Jenaval FA (Carl
Zeiss Jena), przy powigkszeniu 100x.

Dla kazdego z wiruséw oznaczenia wykonano w trzech
probkach. Kazda probke badano trzykrotnie.

Okreslanie miana wiruséw na podstawie wystepowa-
nia efektu cytopatycznego. Koncowego odczytu w kie-
runku obecnosci typowego dla kazdego wirusa efektu cy-
topatycznego dokonywano po inkubacji hodowli komor-
kowych przez 96 godzin dla CPV i CDV oraz 72 godziny
dla CAV-1. Miano TCID, badanych wiruséw okreslano
metoda Reeda-Muencha (12).

Dla kazdego z wiruséw oznaczenia wykonano w trzech
probkach badanych trzykrotnie.

Okre$lanie czasu pojawiania si¢ pierwotnych ognisk
replikacji wiruséw. Hodowle komérkowe prowadzone w
sposob opisany uprzednio zakazano wprowadzajac co 6 go-
dzin do kolejnych basenikéw dawkg 10-20 TCID, bada-
nych wiruséw. 6 godzin po ostatniej inokulacji ptytki utrwa-
lano. Réwnoczesnie prowadzono hodowle komorek daw-
kq 10-20 TCID,  badanych wiruséw, do czasu wystapienia
pierwszych zmian cytopatycznych.

Obliczenia statystyczne. Obliczenia statystyczne wy-
konywano testem t-Studenta uzywajac programu kompu-
terowego InStat wersja 2,0 (GraphPad Software, Inc.).

Wyniki i omdwienie

Morfologia zmian cytopatycznych w przypadku za-
kazenia komérek wirusami CDV, CAV-1 oraz CPV
jest odmienna dla kazdego z nich i wynika z miejsca
replikacji i dystrybucji wiriondéw w komorce. Repli-
kacja parwowirusa zachodzi w jadrach zakazonych
komdrek, stad intensywne, brazowo-czerwone zabar-
wienie tych struktur (ryc. 1).

Proces replikacji adenowiruséw odbywa sig¢ pierwot-
nie w jadrze komorki, skad nowo powstate czastki
wirusowe migruja do cytoplazmy (6). Odzwierciedle-
niem tego procesu jest obecnos¢ komorek z wybar-
wionymi jadrami lub jadrami i cytoplazma (ryc. 2).

Miejsca replikacji wirusa CDV maja charakter po-
limorficznych syncytiow (ryc. 3).

Wyniki miareczkowania badanych wiruséw w ho-
dowlach komorek na podstawie efektu cytopatyczne-
go poréwnano z wartosciami uzyskanymi w tescie
PLA. Dane przedstawione w tab. 1 wskazuja, ze mia-
no wirusow okreslone na podstawie efektu cytopatycz-
nego byto $rednio nizsze o 0,6 log w przypadku CDV
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Ryc. 1. Wynik dodatni testu PLA dla parwowirusa psow Ryc. 3. Wynik dodatni testu PLA dla wirusa noséwki

i0,7 log dla parwowirusa, co jednoznacznie dokumen-

tuje 4-5-krotnie wyzsza czutos¢ testu PLA w stosun-

ku do odczytu CPE. Wyjatek stanowi adenowirus typu

’ 1. ktérego miano okreglone obydwoma metodami byto
zblizone (p < 0,05). Wynik ten jest spowodowany cha-
' B . rakterystycznym i bardzo wyraznym efektem cytopa-
tycznym stwierdzanym w zakazonych komorkach oraz

r . - szybkim rozprzestrzenianiem si¢ zmian. Wysoka czu-
o ¥ logé testu PLA potwierdzaja dane zamieszczone w
¢ ~ L 3 tab. 2, z ktorych wynika, ze ekspresja antygenow wi-

y - rusowych, wykrywalnych testem immunoenzymatycz-
g : nym ma miejsce juz po 18-24 godzinach inkubacii,
e, # podczas gdy pierwsze zmiany cytopatyczne stwierdza-

o . ‘ 5 ne byly, w zaleznosci od wirusa, po 48-96 godzinach.

e . Uzyskana w tescie PLA powtarzalno$¢ oznaczefi dla

Ryc. 2. Wynik dodatni testu PLA dla adenowirusa typu 1 wirusa CAV-1 i CDV byla istotnie wyzsza (p < 0,03),
w stosunku do otrzymanych w odczycie na podstawie

widocznego CPE. Wyjasnienia wymagajg wyniki uzy-

- skane dla CPV (nieznaczne roz-

Tab. 1. Srednie miano TCID,, wiruséw w probkach zakazonych hodowli komérko- nice w odezycie wynikow na pod-
wych, oceniane na podstawie testu PLA i CPE (X +5) stawic CPE). W wysokich roz-
cienczeniach badanego ptynu wi-

Wirus uiyty Linia rusowego, szczegolnie w tzw. roz-

-~ Nr proby

do badai  komérek cieficzeniach gr?picznych, stwier-
dzenie obecnosci efektu cytopa-

1 5,52 = 0,20 4,83 + 0,06 tycznego, mimo zakazenia komo-

. rek niewielka liczba czastek wi-

CPV Fe 2 6,72 £ 0,14 5,88 + 0,14 rusowych, nie jest mozliwe. Na-
tomiast test immunoenzymatycz-

3 4,35+ 0,32 3,80 = 0,00 ny pozwala na rozrdznianie poje-

1 313 + 0.14 3.05 + 0.32 dynczych, zakazonych komorek.

NI : é Wynikajaca z tabeli powtarzal-

CAV-1 MDCK 2 3,95 + 0,06 3,88 + 0,14 no$¢ wynikéw uzyskanych na
podstawie CPE jest zatem obar-

3 5,08 + 0,18 5,03 £+ 0,32 czona bledem zanizenia odczytu.

Warunkiem powtarzalnoci re-

fibroblasty 1 9,30 £ 0,25 4,67 = 0,32 zultatéw badan z zastosowaniem

testu PLA jest zwrOcenie uwagi

cbv iarﬂdka 2 3,68 +0,13 2,93 £ 0,32 osoby wykonujacej test na doktad-
urzego ne wysuszenie basenikdw po

3 443023 3,97 £ 0,31 utrwaleniu komorek, co pozwoli




Tab. 2. Zastosowanie testu PLA do wykrywania pierwotnych ognisk replikacji wiruséw CPV, CAV-1 oraz CDV w poréwna-

niu do odczytu na podstawie CPE

Wirus  Metoda

18

PLA
CPV
CPE - - =
PLA - - +
CAV-1
CPE - = =
PLA - - -
cov
CPE = - =

Czas po zakazeniu hodowli komdrek (h)

3% 48

+ + + ¥ +
- - + + +
+ + + + +
& - ~ + +

Objasnienia: + dodatni wynik odczytu, — ujemny wynik odczytu

zapobiec ich odklejaniu si¢ od podtoza. Wazne jest tez
stosowanie odpowiedniego rozciefczenia surowic od-
pornosciowych i koningatu, poniewaz ich zbyt wyso-
ka koncentracja wywotuje przebarwienie tta i powsta-
nie artefaktéw. Na uwage zastuguje réwniez fakt, iz
wprowadzenie etapu inkubacji utrwalonej hodowli ko-
morkowej z buforem blokujacym miejsca niespecy-
ficznego wiazania koniugatu pozwala na poprawe wa-
runkow odczytu poprzez zwigkszenie kontrastu mig-
dzy komérkami zakazonymi i kontrolnymi (3).

Okreslanie miana wiruséw na podstawie efektu cy-
topatycznego wymaga, zwlaszcza w przypadku ko-
niecznosci uzyskania precyzyjnego, powtarzalnego
wyniku, przedtuzonego czasu inkubacji zakazonej
hodowli komérek. Wielodniowe utrzymywanie stabil-
nej hodowli jednowarstwowej wymaga ponadto wy-
miany ptynéw utrzymujacych. Mimo to wystepuja
zmiany degeneracyjne komorek, ktore zwlaszcza w
przypadku wirusa CDV moga by¢ mylone z efektem
cytopatycznym powstajacym w wyniku jego replika-
cji. Takze zbyt niska koncentracja wirusa w badanej
probie moze nie wywoltywaé w zakazonej hodowli
komorek charakterystycznych zmian mikroskopowych.
Precyzyjne okreslenie swoistych zmian cytopatycznych
nie zawsze jest mozliwe i w zwiazku z tym konieczne
Jest przeprowadzenie dodatkowych metod identyfika-
cyjnych.

Test PLA, dzigki znacznej powtarzalnosci uzyski-
wanych wynikéw, mozliwosci skrocenia czasu wyko-
nania badania oraz jednoczesnej identyfikacji serolo-
gicznej badanych wiruséw, moze znalezé zastosowa-
nie w badaniach diagnostycznych wirusa noséwki,
adenowirusa typu 1 oraz parwowirusa psow.
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Kastracja metoda bezkrwawa wg Burdizzo jest wykonywana rutynowo u
buhajkéw. Obniza ona znacznie ryzyko infekeji, ale jest silnym czynnikiem stre-
sogennym poniewaz powoduje silny bél. Efektem dziatania stresu jest stymula-
cja osi podwzgorze-przysadka-nadnercza, zwigkszenie wydzielania kortyzolu co
powoduje zaburzenia w funkcji leukocytéw. Badania nad wplywem kastracji
metoda Burdizzo na limfocyty krwi obwodowej przeprowadzono na 12 buhaj-
kach kastrowanych w wieku 3-4 miesigoy. U zwierzat z grupy kontrolnej po-
ziom kortyzolu w plazmie wynosit 17,7 + 14,6 nmol/L, a u zwierzat kastrowa-
nych osiagal on maksymalng wartos¢ wynoszacg 91,137,13 nmol/L po 30 mi-
nutach po zabiegu. Po godzinie po kastracji poziom kortyzolu w plazmie krwi
wynosit 62,1 £ 11,9 nmol/L. Powrdt do wartodci przed kastracja nastgpowat po
2 godzinach po zabiegu. Kastracja obnizala znamiennie liczbe limfocytow sub-
populacji E, . (+) w dniu kastracji. Powr6t do wartoéci wyjsciowej miat miejsce
drugiego dnia po kastracji. Natomiast poziom komérek slg(+) nie ulegal zmia-
nom. Obserwowany spadek liczby limfocytéw T we krwi obwodowej byl efek-
tem ich redystrybucji z krwi do narzadéw wewngtrznych pod wplywem zwick-
szonego stezenia kortyzolu we krwi.
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