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Application of IPMA for detection of antibodies ta canine distemper virus
Summary

An immunoperoxidase monolayer assay (IPMA) was developed to detect specific inmunoglobulins against
the canine distemper virus (CDV). An estimation of the relationship between the IPMA serum titres and titres
in the commonly used seroneutralization test was carried out. A high correlation coefficient (r = 0.94) was
obtained between both these tests. The repeatability of serum titres using IPMA was analysed. The average
standard deviation between replicate serum titres was calculated to be 0.13 log. A correlation (r = -0.82) was
observed between the log IPMA titres and the concentration of specific antibodies. : '

The results indicate that IPMA may be applied as a routine, relatively quick and simple method of evaluat-

ing the serum antibody level for CDV.
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Wirus noséwki (CDV) indukuje u pséw pojawienie
sie zarowno humoralnej, jak i komérkowej odpowie-
dzi immunologicznej. Podstawe do rozpoznania sero-
logicznego noséwki oraz wyznacznik statusu immu-
nologicznego ps6w stanowi ocena poziomu swoistych
dla CDV przeciwcial. Serologiczna diagnostyka cho-
roby prowadzona jest gtdwnie w oparciu o odczyn se-
roneutralizacji (SN). Poczatkowo test ten wykonywa-
no na zarodkach jaj kurzych (2, 5, 6), a pézniej w ho-
dowlach komérkowych (1, 4, 7, 9, 11). Mimo wielu
ograniczeh w jego stosowaniu, jak chociazby czaso-
chtonno$é, koniecznos$é zapewnienia jatowosci 1 pro-
wadzenia hodowli komorek, jest SN testem powszech-
nie stosowanym i uznanym. Rozpowszechnione w
immunologii i mikrobiologii testy ELISA znalazly tak-
ze zastosowanie w serologicznej diagnostyce nosow-
ki (3). Bez watpienia sa to testy czule i specyficzne,
wymagaja jednak dobrego opracowania, zwlaszcza
wilasciwego przygotowania i wystandaryzowania an-
tygenu do optaszczenia.

Technika bardzo zblizong do ELISA sa tkankowe
testy immunoperoksydazowe (immunoperoxidase
monolayer assay-IPMA). W tescie tym oplaszcza sig
utrwalong tkanke z namnozonym wirusem, a jako chro-
mogenu uzywa si¢ zwiazkéw nierozpuszczalnych.
Odczytu dokonuje si¢ na podstawie obrazu mikrosko-
powego. Technika ta w r6znych modyfikacjach z po-
wodzeniem stosowana byta w badaniach immunolo-
gicznych i wirusologicznych (8, 10, 13-15).

Celem badan byla ocena przydatnosci IPMA do
wykrywania w surowicy psow przeciwciat dla wirusa
nosowki.

Materiat i metody

Hodowla komoérek. Do badan uzyto komorek linii cia-
gtej nerki matpy (Vero). Ptyn wzrostowy stanowit MEM
(Minimum Essential Medium Eagle, Sigma) z dodatkiem 5%
inaktywowanej ptodowej surowicy cielecej — FCS (Sera
Tech). Jako ptynu utrzymujacego uzywano Medium 199 (Sig-
ma). Do obu ptynéw dodano L-glutaming i gentamycyng.

Wirus. Wykorzystywano atenuowany wirus nosowki
psow (szczep Led) adaptowany do komérek linii Vero. Pulg
wirusa do badan przechowywano w formie zliofilizowane;.

Surowice. Do badan uzyto surowic pobranych od psow
szezepionych przeciwko nosowce.

IPMA. Test wykonano wg zasad zastosowanych do mia-
nowania wirusa noséwki testem immunoperoksydazowym
(10). Dwudziestoczterogodzinne hodowle komorek zato-
zone w plaskodennych mikroptytkach (Nunclon) inokulo-
wano wirusem noséwki w dawce 10-20 TCID, na studzien-
ke. Po 72-godzinnej inkubacji hodowle utrwalano 75%
acetonem, suszono i przechowywano w temp. -20°C do
chwili uzycia.

Badane surowice rozcienczano dwukrotnie (odstep mig-
dzy rozcieficzeniami 0,3 log) w zakresie od 1/10 do 1/20 480,
a nastepnie poszczegolne rozcienczenia wprowadzano po
50 ul do pojedynczych studzienek mikroptytki. Dalsze po-
stepowanie, prowadzace do wizualizacji efektu cytopatycz-
nego, wykonano wg zasad opisanych wczesniej dla PLA
(10). Za miano surowicy przyjmowano odwrotnos¢ jej naj-
Wyzszego rozcienczenia, w ktorym obserwowano wybar-
wione ogniska replikacji wirusa nosowki. Na plytce umiesz-
czano takze kontrole komorek 1 kontrolg wirusa ze znana,
dodatnig surowica.

Odczyn seroneutralizacji (SN). Test wykonywano me-
toda beta w mikroptytkach z ptaskim dnem. Badane suro-



wice inaktywowano w temp. 56°C przez 30 min. i rozcien-
czano 4-krotnie (odstep migdzy rozcienczeniami 0,6 log),
rozpoczynajgc od rozcieficzenia 1/10. Odczyn wykonano z
dawkg 100 TCID, wirusa noséwki. Mieszaning wirus/su-
rowica inkubowano w temperaturze pokojowej 1,5 godz.
Po tym czasie, do studzienek mikroptytki z 24-godzinng
hodowla komérek, wprowadzano po 50 pl mieszaniny, prze-
znaczajac po 6 studzienek nakazde rozcieficzenie. Adsorp-
cje¢ wirusa przeprowadzano w temperaturze pokojowej
przez 60 min., a nastgpnie do basenikéw dodawano po 150
pl ptynu utrzymujacego. Na plytce umieszczano takze kon-
trole komorek i kontrole wirusa ze znana, dodatnia surowi-
ca. Odczytu wynikéw dokonywano po 72-godzinnej inku-
bacji hodowli w temp. 37°C. Obecnos$¢ wirusa w komor-
kach wykrywano testem immunoperoksydazowym (10).
Miano, stanowiace odwrotno$¢ najwyzszego rozciefcze-
nia surowicy, ktére spowodowalo zobojetnienie wirusa w
50% studzienek (SN, ), obliczano metoda Reeda-Muencha.

Poréwnanie IPMA z SN. Badaniu na obecnos¢ prze-
ciwcial dla wirusa noséwki poddano 26 probek surowic.
Oznaczenia poziomu przeciwcial przy uzyciu kazdego z
testow wykonano jednorazowo.

Powtarzalno§¢ IPMA. Powtarzalno$¢ metody ocenia-
no na podstawie precyzji oznaczen mian surowic (0 roz-
nym poziomie przeciwciat) wykonanych przez 2 osoby, w
innym czasie, na tym samym sprzgcie, przy uzyciu tych
samych odczynnikéw. Mikroptytki z hodowla komorek 1
wirusem uzyte do badan przygotowano w jednym czasie, z
tego samego materiatu wyjsciowego. Oznaczenie mian 8
surowic powtdrzono pigciokrotnie, oddzielnie przygotowu-
jac ich rozcienczenia przed kazdym badaniem. Poszcze-
g0lne badania wykonano w odstgpach kilku dni.

Liniowo$é¢ IPMA. Celem sprawdzenia czy metoda spel-
nia kryterium liniowos$ci przygotowano 5 modelowych
mieszanin surowic, o réznych stezeniach przeciwciat swo-
istych dla wirusa nosowki. Mieszaniny modelowe przygo-
towano przez wykonanie serii 4-krotnie wzrastajacych roz-
cienczeh znanej, dodatniej surowicy surowicg ujemna.
Uzyskany w ten sposob zestaw 5 surowic obejmowat za-
kres zawartosci przeciwciat od 100% (surowica dodatnia
nie rozcieficzona) do 0,39% (surowica rozcienczona 256x).
Dla kazdej mieszaniny wykonano po trzy oznaczenia.

Stabilno$¢ utrwalonych hodowli. Przygotowano 10 nie-
zaleznych szeregéw 2-krotnie wzrastajacych rozcieficzen
znanej, dodatniej surowicy.
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Wyniki i omowienie

Wyniki poréwnawczego badania surowic psOw na
obecnos¢ przeciwcial swoistych dla wirusa noséwki
testem immunoperoksydazowym 1 odczynem seroneu-
tralizacji wskazuja na statystycznie znamienne skore-
lowanie wynikéw oznaczen uzyskanych w obu testach
(r=0,94; n = 26; p < 0,05). Ksztalt tej zaleznosci
wyraza linia regresji opisana rOwnaniem y = 0,98x +
0,69 (ryc. 1). Wszystkie zbadane surowice byly do-
datnie zard6wno w IPMA jak i w SN. Najnizsze zano-
towane miano w IPMA wynosito 1,6 log, najwyzsze
za$ to 4,3 log. W odczynie seroneutralizacji rozpig-
to$¢ mian surowic zawierata si¢ w przedziale od SN,
= 1 log do SN, = 3,64 log.

Wyniki oznaczania p0210mu przeciwciat w kolej-
nych dniach badaf nie r6znig si¢ istotnie pod wzgle-
dem precyzji (tab. 1). Zgodno$¢ pomigdzy poszcze-
g6lnymi wynikami analiz, powtarzanymi pigciokrot-
nie, okresla odchylenie standardowe wynoszace dla 4
surowic 0,16 log, dla 3 kolejnych 0,13 log, a w jed-
nym przypadku we wszystkich pigciu oznaczeniach
uzyskano jednakowy odczyt. Srednie odchylenie stan-
dardowe uzyskane dla 8 surowic wyniosto 0,13 log.

Wyniki badania liniowosci metody pr70dstaw10n0
w tab. 2. Srednie miano dodatniej surowicy wyjscio-
wej, ktora postuzyta do przygotowania pozostatych
mieszanin modelowych, wynosito 4,2 log. Odczytane
miana surowic modelowych zgodnie z oczekiwania-
mi, wraz ze wzrostem rozcienczenia, malaty. Linio-
wos¢ spadku okreslona wprawdzie wysokim wspot-
czynnikiem korelacji (r =-0,82) jest jednak statystycz-
nie nieistotna. Dla surowicy E/256 (rozcienczenie 256-
krotne) $rednie miano wyniosto 1,6 log, a zatem ozna-
czony poziom swoistych przeciwciat byt 400x nizszy
w stosunku do surowicy A/1. Podobna rozbieznos¢ wy-
nikéw, uzyskanych w doswiadczeniu i spodziewanych,
dotyczy surowic D/64 1 C/16.

Wyniki badania stabilnosci utrwalonej hodowli ko-
morek przedstawiono w tab. 3. Rezultaty uzyskane na
plytce przechowywanej 6 miesigcy (Srednie miano 2,74
+0,13 log) i ptytce przygotowanej ex fempore (2,68 +
0,15 log) nie rdznia sig istotnie mi¢dzy soba (p < 0,05).

5 -

] , Tab. 1. Wyniki badania powtarzalnosci
Kazdy szereg zbadano row- a5 IPMA
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: . P -~ = 1 28 | 31| 31| 28 | 31 | 298 016
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le'lnot\}vs . gary e 0.5 — 6 | 31|31 |31/|28)| 31304013
HEPRSIZSEEIE] RYSHTE 0 . ; : ; ; — 7 31| 31|28 | 31| 31304013
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wg metodologii zalecanej
przy walidacji metod ana-
litycznych (12).

miano SN (log)

Ryc. 1. Poréwnanie IPMA i testu SN w oznaczaniu  Objasnienia: x — §rednie miano, s — odchy-
poziomu przeciwcial w surowicy pséw

lenie standardowe.
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Tab. 2. Wynlkl badanla llnlowosc1 IPMA

0,0 4.2 42

Plyﬂta przygotowana ex fempore

2,8

B/ 0.6 | 36 3,6 Plytka przechowywana 6 miesigcy | 2.8
e 12 23 3,0 . r
D/64 18 2.2 R Wykazana w

E/256 24 16 | 18 badaniach $ci-

sta wspotzalez-
nos$é miedzy IPMA a testem SN, wskazuje ze wykry-
wane za pomoca IPMA przeciwciata klasy G sa gtow-
nymi przeciwciatami neutralizujacymi wirus nosow-
ki. Podobne wnioski wyciggnat Brandt (3), porownu-
jac test SN z testem ELISA, w ktorym identycznie jak
W prezentowanej pracy, uzywano koniugatu anty-psie
IgG. Cytowany autor opisat réwniez przypadki suro-
wic, w ktérych znajdowaty sig¢ czynniki niespecyficz-
nie wigzace si¢ z oplaszczeniem mikroptytek. Podob-
ne zjawisko, prawdopodobnie zwiazane z obecnoscia
w surowicy czynnikdéw nieswoistych, zaobserwowa-
no w toku wlasnych doswiadczen z IPMA, nie obje-
tych zakresem niniejszej pracy. Dla nielicznych, do-
datnich surowic nie udato si¢ wykaza¢ w IPMA reak-
cji przeciwciat z wirusem. Zaobserwowano natomiast
znacznie intensywniejsze w stosunku do innych suro-
wic dodatnich i ujemnych jednolite wybarwienie tkanki
na catej powierzchni studzienki. Przypuszczalnie
wstepna adsorpcja takiej surowicy z komorkami linii
Vero podniostaby czulos¢ testu.

Nalezy rowniez wspomnie¢, ze w przypadku czesci
surowic o wysokim mianie przeciwciat dla CD obser-
wowano zjawisko prozony — brak pozytywneJ reakCJl
w niskich rozcienczeniach przy wyraznej reakcji do-
datniej w rozcienczeniach wyzszych.

Kazdemu procesowi pomiarowemu towarzysza big-
dy losowe i systematyczne, a ich suma stanowi o do-
kladno$ci metody. Zrodta btedow dla IPMA i testu SN
sa w zasadzie takie same (cho¢ ich udzial w ogdlne;
zmiennos$ci kazdej z metod jest inny) i, pomijajac ble-
dy systematyczne, wymieni¢ tu mozna: btad rozcien-
czenia, btad dawki wirusa, czy najbardziej wazacg na
odczytach subiektywna interpretacj¢ obrazu mikrosko-
powego. Wydaje sie, ze doswiadczenie i wrazliwo$¢
operatora sg szczeg6lnie istotne w przypadku odczy-
nu seroncutralizacji. Zastosowanie do detekcji nie zo-
bojetnionego w SN wirusa, techniki barwienia efektu
cytopatycznego lub techniki immunoenzymatycznej w
pewnym stopniu zmniejsza niepewnos¢ odczytu, jed-
nak go nie eliminuje. Appel i wsp. (1), badajgc powta-
rzalno$é testu SN uzyskat precyzj¢ wyrazong odchy-
leniem standardowym wynoszacym ok. 0,25 log. Ozna-
cza to, ze przy poziomie prawdopodobienstwa 95%,
kazdy pojedynczy wynik pomiaru powinien znalez¢
sie w przedziale X £ 2s, tj. X + 0,5 log. Oszacowana w
ten sposob precyzja dla [PMA wyniosta X + 0,3 log.

Analiza uzyskanych wynikéw dotyczacych ewen-
tualnej liniowo$ci metody wskazuje na pewne rozbiez-

nosci miedzy wynikami uzyskanymi a oczekiwanymi.
Pamigtajac jednak o apecyilcc metod immunologicz-
nych nalezy zauwazy¢, ze stwierdzona zaleznosc jest
znaczaca. Zwraca uwage fakt, ze kazdej zmianie ste-
zenia pI‘ZbClWCldl towarzyszy wyrazna reakcja uktadu
delektorowego Wiazace rozstrzygniecie kwestii linio-
wosci (lub jej braku) mozliwe byloby po wykonaniu
oznaczen w wigcej niz 3 powtorzeniach.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze IPMA jest
dobrg alternatywa dla testu SN. Niewqtpliwq zaleta z
praktycznego punktu widzenia jest jego wzgledna pro-
stota i krotki czas wykonania. W zakresie objetym
badaniami wykazano, ze IPMA pozwala dokonac ozna-
czenia poziomu swoistych dla CDV przeciwcial z ak-
ceptowana dokladnoscia i powtarzalnoscia. Przepro-
wadzona charakterystyka metody jest zgodna z wy-
maganiami zamierzonych zastosowafi, do ktérych
mozna zaliczy¢ m.in.:

— monitorowanie statusu immunologicznego szcze-
niat przed 1 po szczep1en1u

— monitorowanie poziomu swoistej odpornosci hu-

moralnej populacji.
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